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1.1 Akute myeloische Leukämie 
Bei Leukämien handelt es sich um eine heterogene Gruppe von malignen Erkrankungen 
mit gestörter Hämatopoese, die sich hinsichtlich Krankheitsursache (Ätiologie), klinischem 
Verlauf und Therapieansprechen unterscheiden. Abhängig von den betroffenen 
Blutzelllinien der Hämatopoese werden Leukämien in myeloid und lymphoid unterteilt. 
Das Malignitätsspektrum reicht von einer langsamen bis zu einer schnell fortschreitenden 
Entwicklung mit tödlichem Ausgang. Entsprechend diesem zeitlichen Verlauf erfolgt eine 
weitere Einteilung in chronisch oder akut. 
Bei der Entstehung von Leukämien führen somatisch erworbene Aberrationen zur 
malignen Entartung hämatopoetischer Stammzellen (HSCs), wodurch deren 
Differenzierung, Selbsterneuerung und Proliferation gestört sind. Als Folge kommt es im 
Knochenmark zu einer klonalen Expansion unreifer Vorstufen der myeloischen bzw. 
lymphatischen Zellreihe, sogenannter Blasten, mit Ausschwemmung in den peripheren 
Blutkreislauf (Leukozytose). Aus der Differenzierungsblockade dieser Blasten resultiert 
eine Reduktion reifer Immunzellpopulationen im Blut (Löwenberg et al., 1999; Döhner und 
Döhner, 2008; Shipley und Butera, 2009), was lebensbedrohliche Komplikationen wie 
Blutungen oder Infektionen zur Folge haben kann (Bornhäuser und Ehninger, 2009). 
 
1.1.1 Definition und Klinik 
Im Fall myeloischer Erkrankungen ist die Myelopoese, welche für die Bildung von 
Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten und Monozyten verantwortlich ist, 
beeinträchtigt. Das klinische Bild der akuten myeloischen Leukämie (AML) wird durch den 
Grad der Verdrängung der Hämatopoese im Knochenmark bestimmt. Zunächst klagen die 
Patienten häufig über unspezifische Symptome wie Abgeschlagenheit, Schwäche, 
Appetitlosigkeit und Blässe (Löwenberg et al., 1999). Aufgrund der Reduktion von 
Thrombozyten im Blut, einer sogenannten Thrombozytopenie, kommt es zu Petechien 
(punktförmige Haut- oder Schleimhautblutungen) und großflächigeren Blutungen. Fieber, 
bedingt durch bakterielle oder mykotische Infektionen, ist eine Folge der Verminderung 
neutrophiler Granulozyten im Blut (Neutropenie; Hiddemann und Bartram, 2010). Bleibt 
eine AML unbehandelt, kommt es ausnahmslos zu einem tödlichen Verlauf. Somit sind 





1.1.2 Epidemiologie und Ätiologie 
Die AML ist mit 80-90 % die am häufigsten auftretende akute Leukämie bei Erwachsenen 
(Ehninger et al., 2008). Nur 19 % der betroffenen Patienten in Europa weisen eine 
Überlebensrate von fünf Jahren auf (Visser et al., 2012). Unter den Leukämien ist die 
AML daher mit der geringsten Überlebensrate assoziiert. Für Deutschland lässt sich die 
Inzidenz aufgrund unvollständiger Tumordokumentation bisher nur abschätzen. Diese 
schwankt pro Jahr zwischen 2-3 Fällen/100.000 Einwohner bis zu einem Alter von 
45 Jahren und steigt ab einem Alter von über 70 Jahren auf über 15 Fälle/100.000 
Einwohner an. Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 65 Jahren. Dabei sind Männer 
gegenüber Frauen mit einem Verhältnis von 1,4:1 häufiger betroffen (Bornhäuser und 
Ehninger, 2009). 
Bei der Mehrheit der AML-Fälle handelt es sich um primäre Erkrankungen ohne 
erkennbare Ursache, welche entsprechend als de-novo-AML bezeichnet werden. Für eine 
sekundäre bzw. therapieassoziierte AML lassen sich bestimmte krankheitsauslösende 
Faktoren nachweisen. Zumeist spielen exogene Ursachen wie ionisierende Strahlung 
(Leone et al., 1999; Mitchel et al., 1999), chemische Substanzen (z. B. Benzol; 
Paustenbach et al., 1993; Hutt und Kalf, 1996) oder Zytostatika (Leone et al., 1999) eine 
Rolle. Aber auch genetische Faktoren, wie Trisomie 21 (Fong und Brodeur, 1987; 
Robison, 1992; Zipursky et al., 1992; Cavani et al., 1998) oder erworbene Erkrankungen, 
wie das myeloproliferative Syndrom und das myelodysplastische Syndrom, können 
Auslöser sein (Neuwirtova et al., 1996; Sanz et al., 1997; Deschler und Lubbert, 2006). 
 
1.1.3 Systematische Einteilung der AML 
AMLs können anhand der noch traditionell verwendeten „French-American-British“ (FAB)-
Klassifikation entsprechend morphologischer und zytochemischer Merkmale in acht 
Subgruppen (Tabelle 1) unterteilt werden (Bennett et al., 1976; Varela et al., 1985). 
Prognostisch spielt die FAB-Klassifikation keine Rolle, wird jedoch zur Indikationsstellung 
für therapeutische Maßnahmen eingesetzt. Die aktuelle Klassifikation nach der „World 
Health Organisation“ (WHO) orientiert sich dagegen an den molekularbiologischen und 
zytogenetischen Charakteristika der AML (Vardiman et al., 2009; Arber et al., 2016). Für 
die Diagnose einer AML ist der Blastengehalt im Knochenmark bzw. Blut entscheidend. 
Nach WHO liegt die Grenze bei über 20 % Blasten anteilig an der Gesamtheit aller 






Für die Diagnosesicherung spielt die Immunphänotypisierung eine wichtige Rolle. Dabei 
werden intrazelluläre sowie auf der Zelloberfläche lokalisierte Antigene (z. B. „cluster of 
differentiation“ [CD]33, CD34 oder CD117) mit fluoreszenzmarkierten, monoklonalen 
Antikörpern markiert. Für die Prognose der AML sowie für die Einordnung in die WHO-
Klassifikation ist die Zytogenetik wichtig. Sie ist ausschlaggebend für die Anwendung 
risikoadaptierter Therapieschemata sowie für die Entscheidung zur allogenen 
Stammzelltransplantation (SZT). Die rasanten Fortschritte auf dem Gebiet 
molekularbiologischer Methoden in den vergangenen Jahrzehnten haben eine 
zunehmende Anwendung in der Diagnostik von Leukämien zur Folge. So kann die aus 
AML-Blasten isolierte DNA mittels Polymerasekettenreaktion auf Mutationen überprüft 
werden. Diese Erkenntnisse über genetische Veränderungen können von prognostischer 







Tabelle 1: FAB-Klassifikation der AML. 
FAB-Subtyp Bezeichnung Morphologie 
M0 
Akute myeloische Leukämie, 
minimale Differenzierung 
unreife Blasten ohne 
Granulation 
M1 
Akute myeloische Leukämie, 
ohne Ausreifung 
<10 % reife Zellen 
M2 
Akute myeloische Leukämie, 
mit Ausreifung 
>10 % reife Zellen 
M2Baso Akute Basophilen-Leukämie - 





M4 Akute myelomonozytäre Leukämie >20 % myeloische Zellen 
M4Eo 
Akute myelomonozytäre Leukämie, 
mit Eosinophilie 
- 
M5a Akute Monoblasten-Leukämie 
>80 % der myeloischen Zellen 
sind Monoblasten bzw. 
Monozyten 
M5b Akute Monozyten-Leukämie 
>80 % der myeloischen Zellen 
sind Monoblasten bzw. 
Monozyten 
M6 Akute Erythroleukämie 
>30 % aller Blasten der nicht-
erythrozytären Zellen sind 
Erythroblasten 
M7 Akute Megakaryoblasten-Leukämie Pleomorphe Blasten 






1.1.4 Therapieoptionen für AML 
Ziel der AML-Therapie ist es, maligne entartete Zellen zu eliminieren und eine suffiziente 
Hämatopoese wiederherzustellen. Allerdings gilt zu beachten, dass zunächst im Rahmen 
der intensiven Chemotherapie neben den Leukämiezellen auch die normale 
Hämatopoese beeinträchtigt wird. Der Therapiealgorithmus ist risikoadaptiert und wird in 
Abhängigkeit vom Karyotyp, dem Ansprechen auf die Induktionstherapie und dem 
Vorliegen von Mutationen festgelegt (Mrózek et al., 2007). 
Die Behandlung von Patienten mit neu diagnostizierter AML besteht in der Regel aus 
einem zweiphasigen Therapieplan. Bei der ersten Phase, der Induktionstherapie, handelt 
es sich um eine intensive Chemotherapie bestehend aus ein bis zwei Zyklen einer 
Kombination von Anthrazyklinen und Cytarabin mit dem Ziel einer kompletten Remission. 
Diese ist erreicht, sobald der Blastengehalt im Knochenmark nach Blutbilderholung auf 
unter 5 % sinkt. Durch die intensive Therapie soll eine Elimination der malignen Zellen 
erlangt, aber gleichzeitig die Regeneration der normalen Hämatopoese möglichst gering 
beeinträchtigt werden. In einer zweiten Phase, der Konsolidation bzw. 
Postremissionstherapie, soll das hohe Risiko eines Rückfalls (Rezidiv) reduziert werden. 
Diese besteht aus zwei bis drei Zyklen hochdosiertem Cytarabin, um residuelle 
leukämische Zellen zu eliminieren (Löwenberg et al., 1999; Estey und Döhner, 2006; 
Kantarjian, 2016). Eine Verbesserung der Therapieergebnisse konnte in den letzten 
Jahren hauptsächlich durch Optimierung der supportiven Therapie (z. B. anti-mykotische 
Prophylaxe) erzielt werden (Bornhäuser und Ehninger, 2009).  
Mithilfe der gängigen Standardtherapie erreichen bis zu 70 % der Patienten eine 
vollständige Remission. Allerdings erleiden circa 60 % dieser Patienten ein Rezidiv 
innerhalb der ersten drei Jahre nach Chemotherapie (Robak und Wierzbowska, 2009). 
Die Gesamtüberlebensrate liegt bei lediglich 30 % (Grimwade und Hills, 2009). Die hohe 
Rückfallrate ist unter anderem auf Therapie-resistente Leukämiezellen zurückzuführen 
(Lichtenegger et al., 2015). Für jüngere Patienten mit intermediärem Risiko besteht im 
Anschluss an die Chemotherapie die Möglichkeit einer allogenen SZT. Hiernach liegen 
die langfristigen Heilungschancen bei 50-60 %. Von den Patienten über 60 Jahren 
erreichen nur 40-55 % eine komplette Remission (Shipley und Butera, 2009). Die 
intensiven Therapieprotokolle sind für diese Patientengruppe nur bedingt anwendbar, 
weshalb auf palliative Therapiekonzepte zurückgegriffen werden muss. Verantwortlich 
dafür sind Komorbiditäten, eine geringere Toleranz gegenüber intensiver Therapie sowie 
eine durch die größere Anzahl genetischer Aberrationen meist ungünstige zytogenetische 





verdeutlicht die Notwendigkeit neuer therapeutischer Strategien zur Behandlung von AML. 
In diesem Zusammenhang stellen Immuntherapien einen vielversprechenden Ansatz dar. 
 
1.2 Das humane Immunsystem 
Im Laufe der Evolution hat sich das Immunsystem zum Schutz des menschlichen 
Organismus gegenüber schädlichen Einflüssen von außen und innen entwickelt. Ein 
komplexes Netzwerk löslicher und zellulärer Komponenten trägt zur Bekämpfung von 
Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten sowie zur Elimination von geschädigten oder 
maligne transformierten Zellen bei. Die diversen Komponenten des Immunsystems 
können dabei der angeborenen, natürlichen bzw. der erworbenen, adaptiven 
Immunabwehr zugeordnet werden (Abbas et al., 2012; Murphy et al., 2012). 
Die erste Abwehrfront wird durch das angeborene Immunsystem gebildet, welches 
Pathogene und Tumorzellen Antigen-unabhängig eliminiert. Die Immunantwort läuft dabei 
nach einem stereotypen Muster ab, gewährleistet jedoch durch die Erkennung evolutionär 
konservierter Motive vorerst einen schnellen Schutz gegen die Ausbreitung von Erregern. 
Zu den löslichen Komponenten des angeborenen Immunsystems zählen verschiedene 
Serumbestandteile wie Akute-Phase-Proteine, Kollektine, Komplementfaktoren und 
Zytokine. Letztere dienen als immunregulatorische Botenstoffe und spielen bei der 
Kommunikation zwischen den Immunzellen eine wesentliche Rolle. Auf diese Weise 
können die Aktivierung und Differenzierung von Zielzellen beeinflusst sowie Immunzellen 
an einen bestimmten Ort rekrutiert werden (Abbas et al., 2012; Murphy et al., 2012). 
Zu den zellulären Bestandteilen des angeborenen Immunsystems zählen unter anderem 
Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Natürliche Killer (NK)-Zellen und dendritische 
Zellen (DCs). NK-Zellen sind aufgrund ihres zytotoxischen Potenzials in der Lage, Virus-
infizierte Zellen oder Tumorzellen zu lysieren. Weiterhin können sie mithilfe des 
proinflammatorischen Zytokins Interferon (IFN)-γ die Immunantwort, z. B. durch die 
Aktivierung von Makrophagen, beeinflussen (Vivier et al., 2011). DCs, Neutrophile 
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen gehören zu den phagozytierenden Zellen. 
Erreger werden von diesen Zellen mittels Phagozytose aufgenommen und intrazellulär 
eliminiert. Durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie Tumornekrosefaktor 
(TNF)-α, Interleukin (IL)-6 und IFN-γ, sowie Chemokine können sie weitere Immunzellen 
aktivieren und rekrutieren. DCs sind zudem in der Lage, die T-Lymphozyten des 
adaptiven Immunsystems durch die Präsentation Pathogen- oder Tumor-spezifischer 





spezifisch zu aktivieren. Somit nehmen DCs als professionelle Antigen-präsentierende 
Zellen (APCs) eine besondere Stellung ein und repräsentieren ein wichtiges Bindeglied 
zwischen angeborener und adaptiver Immunabwehr (Banchereau et al., 2000; Schäkel, 
2009; Mellman, 2013). 
Die Komponenten des angeborenen Immunsystems führen zu einer Aktivierung des 
adaptiven Immunsystems. Dieses zeichnet sich durch eine Antigen-spezifische 
Erkennung der Pathogene und die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses 
aus. Neben den Antikörper-produzierenden B-Lymphozyten zählen auch die  
T-Lymphozyten zu den Komponenten der adaptiven Immunabwehr (Abbas et al., 2012; 
Murphy et al., 2012). Im Lymphknoten können T-Lymphozyten mithilfe ihrer T-Zell-
Rezeptoren (TCRs) spezifisch die von professionellen APCs prozessierten und auf MHC-
Molekülen, beim Menschen als „human leukocyte antigens“ (HLAs) bezeichnet, 
präsentierten Antigene erkennen. Daraufhin kommt es zu einer Antigen-spezifischen 
Aktivierung der T-Zellen. In Abhängigkeit von ihrer Funktion sowie anhand ihrer 
Oberflächenmoleküle werden T-Lymphozyten in immunmodulatorische CD4+ T-Helfer 
(TH)-Zellen und zytotoxische CD8+ T-Zellen (CTLs) eingeteilt. Antigen-spezifisch aktivierte 
CD8+ CTLs sind in der Lage, infizierte Zellen und Tumorzellen durch Induktion von 
Apoptose zu eliminieren. Dazu reagieren sie auf intrazelluläre Antigene, die ihnen auf 
MHC-Klasse I-Molekülen präsentiert werden (Gadola et al., 2000; Elliott und Neefjes, 
2006). MHC-Klasse I-Moleküle sind auf der Oberfläche nahezu aller kernhaltigen Zellen 
zu finden (Gadola et al., 2000). Sie bestehen aus drei zusammenhängenden α-Domänen, 
an welche ein β2-Mikroglobulin gekoppelt ist (Abbildung 1). Naive CD4+ TH-Zellen sind in 
der Lage, die von professionellen APCs auf MHC-Klasse II-Molekülen präsentierten, von 
außen aufgenommenen Antigene zu erkennen (Drozina et al., 2005). MHC-Klasse II-







Die Antigen-erkennenden Strukturen der B-Lymphozyten bestehen aus 
membrangebundenen Immunglobulinen (Ig). Nach Antigen-spezifischer Aktivierung der  
B-Zellen kommt es zu deren Proliferation und Differenzierung in Antikörper-sezernierende 
Plasmazellen. Die löslichen Antikörper tragen zur Neutralisierung von Toxinen, 
Immobilisierung und Opsonisierung von Pathogenen, Aktivierung des 
Komplementsystems und Verstärkung der zellulären Zytotoxizität bei. Im Rahmen einer 
adaptiven Immunantwort ist es sowohl T- als auch B-Lymphozyten möglich, ein 
immunologisches Gedächtnis auszubilden. Dabei kommt es bei einem kleinen Anteil der 
aktivierten T- bzw. B-Lymphozyten zu einer Differenzierung in Gedächtniszellen. Dadurch 
erfolgt die Immunantwort im Fall einer erneuten Infektion mit dem gleichen Pathogen 
schneller, stärker und länger anhaltend (Sallusto et al., 2010; Farber et al., 2014). 
 
1.3 Dendritische Zellen 
DCs nehmen als professionelle APCs eine zentrale Rolle bei der Regulation der 
Immunabwehr ein. So sind sie besonders effizient in der Lage, naive T-Lymphozyten 
Antigen-spezifisch zu aktivieren (Banchereau et al., 2000; Villadangos und Schnorrer, 
2007; Sabatté et al., 2007; Steinman und Banchereau, 2007; Palucka und Banchereau, 
2012). 
 
1.3.1 Phänotypische und funktionelle Charakteristika von DCs 
DCs entwickeln sich aus CD34+ Stammzellen im Knochenmark und durchlaufen auf dem 
Weg zu professionellen APCs mehrere Reifungsstadien. Diese sind durch die 
Ausprägung bestimmter Oberflächenmoleküle sowie durch charakteristische Funktionen 
definiert (Dalod et al., 2014). Unreife bzw. immature DCs gelangen über die Blutbahn vom 
Knochenmark in nicht-lymphatische Gewebe, wie den Respirationstrakt, den 
Gastrointestinaltrakt und die Haut. Sie zeichnen sich durch eine geringe 
Expressionsdichte von MHC- und kostimulatorischen Molekülen aus, wodurch sie eine 
geringe Fähigkeit zur Induktion einer Antigen-spezifischen T-Zell-Antwort aufweisen. 
Durch ihre hohe Phagozytoseaktivität besitzen immature DCs jedoch eine erhöhte 
Kapazität zur Aufnahme von opsonisiertem zellulären Material. Dieses wird mithilfe von 
„fragment crystallizable“ (Fc)-, Pentraxin-, Komplement- oder Kollektin-Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche der DCs im Rahmen der Rezeptor-vermittelten Endo- oder Pinozytose 
internalisiert (Sabatté et al., 2007; Ueno et al., 2007; Schäkel, 2009; Hopkins und 





mit Lysosomen zu sogenannten Phagolysosomen, in denen die Proteolyse der 
aufgenommenen Proteinantigene zu Oligopeptiden stattfindet. Diese assoziieren 
anschließend bei entsprechender Länge und Sequenz mit der Bindungsgrube der zuvor 
im endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisierten MHC-Klasse II-Moleküle. Dabei 
verhindert das „class II-associated invariant chain peptide“, ein Bestandteil der invarianten 
Kette, eine vorzeitige Beladung des MHC-Klasse II-Moleküls im ER. Weiterhin dient die 
invariante Kette der Stabilisierung des Komplexes während des Transports zum 
Phagolysosom. Dort erfolgt die proteolytische Spaltung der invarianten Kette, wodurch die 
Bindungsgrube für ein prozessiertes Antigenpeptid frei wird. Die beladenen MHC-
Klasse II-Komplexe werden anschließend an die Zelloberfläche der DC transportiert. Dort 
können sie mit den Peptid-spezifischen TCRs der CD4+ T-Lymphozyten interagieren 
(Mellman et al., 1998; Guermonprez et al., 2002; Wilson und Villadangos, 2005; Sato und 
Fujita, 2007; Vyas et al., 2008). 
Intrazytoplasmatische Proteine, wie zelleigene, virale oder tumorale Proteine, werden 
hingegen auf MHC-Klasse I-Komplexen präsentiert und von Antigen-spezifischen CD8+  
T-Zellen erkannt. Dafür erfolgt nach Ubiquitinylierung der Proteinabbau im Proteasom. Die 
entstehenden Peptidfragmente werden über „transporter associated with antigen 
processing“-Moleküle vom Zytosol in das Lumen des ER transportiert. Dabei werden 
bevorzugt Peptide transportiert, welche durch ihre Aminosäuresequenz und Länge eine 
hohe Affinität für die Bindungsgruben der MHC-Klasse I-Moleküle aufweisen. Nach 
Beladung der im ER synthetisierten MHC-Klasse I-Moleküle werden die MHC-Klasse I-
Peptid-Komplexe über den Golgi-Apparat an die Zelloberfläche transportiert (Mellman et 
al., 1998; Trombetta und Mellman, 2005; Villadangos und Schnorrer, 2007; Sabatté et al., 
2007; Vyas et al., 2008; Schäkel, 2009). 
Insbesondere DCs sind zu der sogenannten Kreuzpräsentation befähigt. Dabei können 
MHC-Klasse I-Moleküle mit Peptiden extrazellulärer Proteine beladen werden, wodurch 
eine Antigen-spezifische Aktivierung von CD8+ T-Lymphozyten beispielsweise gegen 
Tumorantigene ermöglicht wird. Analog dazu können Peptide intrazellulär gebildeter 
Proteine mit MHC-Klasse II-Molekülen assoziieren, um auf diesem Weg CD4+ T-Zellen zu 
aktivieren (Guermonprez und Amigorena, 2005; Trombetta und Mellman, 2005; Vyas et 
al., 2008; Joffre et al., 2012). 
Voraussetzung für eine effektive Aktivierung von T-Lymphozyten ist die Ausreifung der 
DCs. Dazu ist das Vorhandensein Pathogen-assoziierter Gefahrensignale, sogenannter 
„pathogen-associated molecular patterns“ (PAMPs) und „danger-associated molecular 





es sich um konservierte Strukturen, wie Zellwandbestandteile von Bakterien oder 
bakterielle bzw. virale Nukleinsäuren (Manel et al., 2010). DAMPs wiederum sind 
endogene Strukturen, wie Hitzeschockproteine oder Uratkristalle, die durch Zellstress, 
Zellschädigung oder Apoptose in den extrazellulären Raum freigesetzt werden. Sowohl 
PAMPs als auch DAMPs binden an spezifische Rezeptoren der DCs, die „pattern 
recognition receptors“. Dazu zählen neben den im Zytosol vorliegenden „retinoic acid 
inducible gene I-like receptors“ und „nucleotide-binding oligomerization domain-like 
receptors“ auch die „toll-like receptors“ (TLRs), welche auf der Zelloberfläche sowie in den 
Endosomen der DCs lokalisiert sind. Die extrazellulären TLRs 1, 2, 4, 5 und 6 erkennen 
unter anderem mikrobielle Zellwand-Strukturen, wie Lipopolysaccharid (LPS) von Gram-
negativen Bakterien (TLR4) oder Lipoteichonsäure Gram-positiver Bakterien (TLR2). TLR-
3, -7, -8 und -9 sind hauptsächlich in der endosomalen Membran verankert und dienen 
der Erkennung viraler Strukturen, wie doppelsträngige Ribonukleinsäure (dsRNA; TLR3) 
oder einzelsträngige RNA (ssRNA; TLR7/8). Die aus der Aktivierung eines TLRs 
resultierende Signalkaskade induziert im Zellkern die Transkription zahlreicher Gene. 
Diese kodieren für Zytokine, Chemokine und Oberflächenmoleküle, welche 
charakteristisch für mature DCs sind (Akira et al., 2006; Nace et al., 2012; Dudek et al., 
2013; Escamilla-Tilch et al., 2013). Die Ausreifung der DCs wird weiterhin durch Zytokine, 
wie IL-1, IL-4, „granulocyte-macrophage colony-stimulating factor“ (GM-CSF), Typ-I-IFN, 
IFN-γ und TNF-α, unterstützt (Banchereau et al., 2000; Zou und Tam, 2002; Macagno et 
al., 2007; Joffre et al., 2009; Tufa et al., 2014; Visperas et al., 2014). Ein Marker für 
ausgereifte DCs ist das Oberflächenmolekül CD83 (Breloer und Fleischer, 2008). 
Charakteristisch für reife DCs ist außerdem eine verstärkte Expression von MHC-
Molekülen, Adhäsionsmolekülen und kostimulatorischen Molekülen der B7-Familie, wie 
CD80 und CD86. Im Gegenzug wird die Fähigkeit zur Antigenaufnahme durch die 
verminderte Expression phago- und endozytotischer Rezeptoren stark reduziert. Die von 
den maturen DCs sezernierten proinflammatorischen Zytokine TNF-α, IL-12 und Typ-I-
IFN sind im Gewebe sowie in den Lymphknoten immunmodulatorisch wirksam 
(Banchereau et al., 2000; Pulendran, 2005; Villadangos and Schnorrer, 2007; Macagno et 
al., 2007; Hopkins und Connolly, 2012; Strioga et al., 2013). Die verstärkte Expression 
von Chemokin-Rezeptoren, beispielsweise C-C Chemokinrezeptor Typ 7 (CCR7), auf der 
Oberfläche von reifen DCs befähigt diese zur Migration in die T-Zell-Zonen der sekundär-
lymphatischen Gewebe. Dort findet schließlich die Antigen-spezifische Aktivierung von 
CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten statt (Randolph et al., 2005; Angeli und Randolph, 2006; 






1.3.2 Aktivierung von T-Lymphozyten durch DCs 
T-Lymphozyten sind durch die Expression des Oberflächenmoleküls CD3 
gekennzeichnet. Dabei handelt es sich um einen Komplex, bestehend aus γ-, δ-, ε- und ζ-
Ketten, welcher mit dem TCR assoziiert vorliegt und an der Signalübertragung des 
Rezeptors beteiligt ist. Der TCR selbst besteht zumeist aus einer α- und einer β-Kette, 
welche wiederum in eine variable und eine konstante Domäne unterteilt werden können. 
Die variablen Regionen beider Ketten bilden gemeinsam die Antigenbindungsstelle des 
TCR (Wucherpfennig et al., 2010). T-Zellen sind weiterhin durch die Ausbildung von CD4 
oder CD8 gekennzeichnet. Anhand dieser Korezeptoren kann zwischen TH-Zellen (CD4+) 
und CTLs (CD8+) unterschieden werden. Nach ihrer Ausreifung im Thymus zirkulieren die 
naiven, Antigen-unerfahrenen T-Lymphozyten zwischen peripherem Blut und den 
lymphatischen Organen (Abbas et al., 2012; Murphy et al., 2012). 
Die Aktivierung naiver CD4+ oder CD8+ T-Lymphozyten erfordert den Kontakt mit 
professionellen APCs, wie DCs, welche das für die jeweilige T-Zelle spezifische Antigen in 
Form eines MHC-Peptid-Komplexes präsentieren. Die ausgereiften DCs gelangen dafür 
über das afferente Lymphsystem in den Paracortex der Lymphknoten, wo sie auf naive 
CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten treffen (Guermonprez et al., 2002). Die erste 
Kontaktaufnahme erfolgt zunächst über Adhäsionsmoleküle. Dabei interagieren 
beispielsweise die Zelladhäsionsmoleküle „intercellular adhesion molecule-1“ auf DCs und 
„lymphocyte function-associated antigen-1“ auf T-Lymphozyten (Banchereau et al., 2000; 
Rutella et al., 2006; Fooksman et al., 2010). Die Antigen-spezifische Aktivierung der  
T-Zellen folgt anschließend dem Prinzip der Zwei-Signal-Hypothese (Abbildung 2). Das 
erste Signal entsteht durch Bindung der MHC-Peptid-Komplexe auf DCs an die dafür 
spezifischen TCRs der naiven T-Zellen. Die Bindung wird durch die Korezeptormoleküle 
CD4 bzw. CD8 der T-Lymphozyten stabilisiert. Das zweite Signal wird durch die Moleküle 
CD80 und CD86 der B7-Familie generiert. Diese nur auf reifen DCs vorhandenen 
kostimulatorischen Moleküle binden an CD28 auf den T-Zellen. Nur mithilfe beider Signale 
kommt es zur Aktivierung, Proliferation und Differenzierung der naiven T-Lymphozyten zu 
Effektorzellen (Acuto und Michel, 2003; Mempel et al., 2004; van Wijk et al., 2007). Bei 
Interaktion einer naiven T-Zelle mit einer immaturen DC fehlt das zweite 
Aktivierungssignal in Form der kostimulatorischen B7-Moleküle. Dies hat die 
Anergisierung bzw. Apoptose der T-Zelle oder deren Entwicklung zu einer Treg zur Folge 
(Bluestone und Abbas, 2003; Höpken et al., 2005). Dieser Mechanismus der peripheren 
Toleranz verhindert die Aktivierung naiver T-Lymphozyten gegen körpereigene Antigene 






Ein Weg führt über zytotoxische Proteine, welche in den Granula der T-Zellen enthalten 
sind. Dabei handelt es sich vor allem um die Serinproteasen Granzym A und B sowie 
Perforin. Nach Erkennung der Zielzelle kommt es zur gezielten Freisetzung der toxischen 
Substanzen an der Kontaktstelle zwischen Effektor- und Zielzelle. In Abhängigkeit von 
Calcium-Ionen erfolgt die Polymerisierung von Perforin, wodurch es eine Pore in der 
Membran der Zielzelle bildet. Auf diesem Weg gelangen die Granzyme ins Innere der 
Zielzelle, wo sie Caspasen aktivieren. Diese Cysteinproteasen starten eine 
Enzymkaskade, die in der Aktivierung von DNAsen resultiert, welche schließlich die 
genomische DNA der Zelle fragmentieren (Cullen und Martin, 2008; Voskoboinik et al., 
2015). 
Ein weiterer zytotoxischer Mechanismus führt über sogenannte Todesrezeptoren. Viele 
Zielzellen exprimieren das Fas-Molekül (Siegel et al., 2000) bzw. den „TNF-related 
apoptosis-inducing ligand“ (TRAIL)-Rezeptor (Yerbes et al., 2011) auf ihrer Oberfläche. 
Die entsprechenden Liganden Fas-Ligand (FasL) bzw. TRAIL werden auf aktivierten 
CD8+ T-Lymphozyten ausgebildet. Der durch Adhäsionsmoleküle vermittelte enge Kontakt 
zwischen Effektor- und Zielzelle ermöglicht die Bindung der Liganden an die 
entsprechenden Rezeptoren, welche nach Aktivierung mit intrazellulären Todesdomänen 
interagieren. Die dadurch ausgelöste Caspasekaskade induziert die Apoptose der 
Zielzelle (Strasser et al., 2000). 
Weiterhin sind aktivierte CD8+ CTLs in der Lage, über die Sekretion von IFN-γ 
Makrophagen zu aktivieren sowie eine verstärkte Expression von MHC-Klasse I-
Molekülen und somit eine erhöhte Antigenpräsentation auf umliegenden Gewebezellen zu 
bewirken. Dies erleichtert wiederum die Erkennung durch CTLs (Young und Bream, 
2007). Zudem führt das von den CTLs sezernierte TNF-α direkt zur Induktion von 






1.4.2 Differenzierungsstadien von CD8+ T-Lymphozyten 
Im Rahmen der Aktivierung naiver CD8+ T-Lymphozyten durch reife DCs kommt es zur 
Proliferation und Differenzierung in Effektor- sowie Gedächtniszellen. Die Definitionen der 
verschiedenen Differenzierungsstadien von T-Zellen im humanen System werden jedoch 
nach wie vor kontrovers diskutiert. Es wurden verschiedene Modelle anhand der 
Expression von diversen Oberflächenmolekülen aufgestellt. Es sollte jedoch immer im 
Blick behalten werden, dass es sich dabei um konzeptionelle Modelle handelt und  
T-Zellen eine dynamische Entwicklung durchlaufen. Die meisten Modelle unterteilen die 
verschiedenen T-Zell-Subpopulationen anhand der Expression der CD45-Isoform 
CD45RA sowie des Chemokinrezeptors CCR7. Wie in Abbildung 3 dargestellt, erfolgt die 
Einteilung in naive T-Zellen (TNaiv), zentrale Gedächtnis-T-Zellen („central memory  
T cells“, TCM), Effektor-Gedächtnis-T-Zellen („effector memory T cells“, TEM) und terminal 
differenzierte Effektor-Gedächtnis-T-Zellen („effector memory RA T cells“, TEMRA; Sallusto 
et al., 1999). Zudem kann jede Population anhand der Expression der kostimulatorischen 
Rezeptoren CD27 und CD28 in stärker (CD27- CD28-) und geringer (CD27+ CD28+, 
CD27+ CD28- bzw. CD27- CD28+) differenzierte Zellen unterteilt werden (Romero et al., 
2007). Auch die Frage, in welchem Zusammenhang die T-Zell-Subpopulationen 
untereinander stehen, ist umstritten. Frühere Modelle waren der Auffassung, dass TCM 
aus Effektor-T-Zellen hervorgehen. Aktuellere Erkenntnisse deuten jedoch auf eine 







et al. in EM1 (CD27+ CD28+), EM2 (CD27+ CD28-), EM3 (CD27- CD28-) und EM4 (CD27- 
CD28+) unterteilt werden (Koch et al., 2008). Einige TEM exprimieren CD45RA und werden 
als TEMRA bezeichnet. Diese Subpopulation besitzt die größte Menge an in Granula 
gespeichertem Perforin. Auch TEMRA können entsprechend der Expression von CD27 und 
CD28 weiter unterteilt werden in pE1 (CD27+ CD28+), pE2 (CD27+ CD28-) und E (CD27- 
CD28-; Sallusto et al., 2004; Koch et al., 2008). 
 
1.5 Immuntherapeutische Strategien für solide und hämato-
logische Tumoren 
Die Behandlung von Patienten mit AML erfolgt nach einem standardisierten Therapieplan, 
welcher intensive Chemotherapien umfasst. Jedoch kommt es bei circa 60 % der 
Patienten zu einem Rezidiv innerhalb der ersten drei Jahre nach Standardtherapie (Robak 
und Wierzbowska, 2009). Zudem sind die intensiven Therapieprotokolle nicht für alle 
Patientengruppen geeignet. Aus diesem Grund hat sich in den letzten Jahrzehnten ein 
Trend in Richtung immuntherapeutischer Strategien entwickelt. 
 
1.5.1 Tumor-assoziierte Antigene 
Maligne Transformationen führen in der betroffenen Zelle zu veränderten 
Expressionsmustern, wobei es sowohl zum Verlust von Oberflächenantigenen als auch zu 
deren Überexpression kommen kann. Antigene, die nur auf Tumorzellen vorkommen, 
werden als Tumor-spezifische Antigene bezeichnet. Bezogen auf Leukämien kommt es 
durch definierte chromosomale Translokationen zur Entstehung Leukämie-spezifischer 
Antigene (LSAs) in den malignen Zellen. Diese Antigene werden ausschließlich in 
leukämischen Zellen exprimiert und erfüllen die drei essenziellen Kriterien, durch welche 
ideale Zielstrukturen im Hinblick auf Immuntherapien definiert sind: Spezifität, Onkogenität 
und Expression in leukämischen Stammzellen (LSCs; Anguille et al., 2012). Da die 
Expression von LSAs jedoch auf bestimmte AML-Subtypen beschränkt ist, sind diese 
Antigene nur für eine kleine Gruppe von Patienten relevant. Tumor-assoziierte Antigene 
(TAAs) hingegen werden sowohl in normalen als auch neoplastischen Zellen auf 
unterschiedliche Art und Weise exprimiert (Graziano und Finn, 2005). Bei leukämischen 
Erkrankungen spricht man von Leukämie-assoziierten Antigenen (LAAs). Auch diese 
Proteine eignen sich als therapeutisches Ziel, sofern sie sich durch eine Überexpression 
in leukämischen Zellen von den gesunden Zellen unterscheiden oder ihre physiologische 





beschränkt ist (Lichtenegger et al., 2013). Häufig scheinen LAAs auch zum malignen 
Phänotyp beizutragen, wodurch sich das Risiko für einen Antigenverlust im Rahmen einer 
Immuntherapie verringert (van Driessche et al., 2005). Zudem spielen sie diverse 
funktionelle Rollen in Tumorzellen. So können sie die Balance zwischen Zelltod und 
Vermehrung der AML-Zellen durch Beteiligung an Prozessen wie Proliferation, 
Apoptoseinhibition, Differenzierung und Demethylierung stark beeinflussen (Greiner et al., 
2008; Anguille et al., 2012). Unter den TAAs ist besonders die Gruppe der „Cancer-
Testis“- bzw. „Cancer-Germline“-Antigene (CT/CG) hervorzuheben. Sie weisen eine stark 
Gewebs-spezifische Expression in verschiedenen Tumorentitäten und Keimzellgeweben 
auf, werden jedoch nicht in normalem Gewebe exprimiert. Da Trophoblasten und 
Keimzellen jedoch keine MHC-Klasse I-Moleküle auf ihrer Oberfläche tragen, sind sie 
dadurch vor eventuellen Immunreaktionen geschützt (Greiner und Schmitt, 2007; Anguille 
et al., 2012). 
Die ersten Versuche, mithilfe von CTL-Klonierungstechniken TAAs zu identifizieren, 
erfolgten anhand von Melanom- und Nierenzellkarzinom-Patienten (Greiner et al., 2006). 
Mithilfe der TAAs kam es zur Aktivierung spezifischer CTLs. Diese konnten wiederum im 
Anschluss entsprechende TAA-exprimierende Tumorzellen in vitro sowie in vivo erkennen 
und lysieren (Kawakami et al., 1994; Stripecke et al., 2003). 1991 wurde schließlich mit 
„melanoma-associated antigen 1” das erste TAA in Melanomen entdeckt (van der 
Bruggen et al., 1991). Auch heute noch werden TAAs über die Klonierung der TCRs 
spezifischer CTLs identifiziert. Des Weiteren bedient man sich der Massenspektrometrie 
sowie der 1995 von Sahin et al. etablierten „serological analysis of recombinant cDNA 
expression libraries“ (SEREX)-Methode (Sahin et al., 1995; Guinn et al., 2007). Bei dieser 
Methode werden spezifische Tumorantigene mittels IgG-Antikörper aus autologen 
Patientenseren identifiziert. Auf diese Weise wurden bereits mehr als 2.000 
Tumorantigene aus über 15 verschiedenen Tumorentitäten erfasst (Lee und Jeoung, 
2007).  
 
1.5.2 Leukämie-assoziierte Antigene 
In den letzten Jahren wurden speziell für AML diverse Epitope von verschiedenen 
Antigenen charakterisiert, welche in vitro eine spezifische CD8+ T-Zell-Antwort induzieren 
können und somit attraktive Ziele für immuntherapeutische Strategien darstellen. Dazu 
gehören unter anderem die Antigene Proteinase 3 (PR3), Survivin, Nucleophosmin 1 
(NPM1) sowie das Wilms‘-Tumor-Antigen 1 (WT1; Molldrem et al., 1999; Ohminami et al., 





diese Kandidaten in der Mehrzahl der AML-Zellen überexprimiert, besitzen ein onkogenes 
Potenzial und zeichnen sich durch eine ausgeprägte Immunogenität aus. Zudem wurden 
im Rahmen klinischer Studien unter Einbeziehung von WT1 und PR3 bereits klinische 
Effekte bei einigen AML-Patienten erzielt (Anguille et al., 2012). 
 
1.5.2.1 Wilms‘-Tumor-Antigen 1 
Eine äußerst interessante Zielstruktur für T-Zell-basierte Therapieoptionen der AML ist 
WT1. Es wurde ursprünglich als ein Tumorsuppressor in pädiatrischen Nierentumoren 
beschrieben und später als Zink-Finger-Transkriptionsfaktor identifiziert (Call et al., 1990; 
Gessler et al., 1990). Es spielt eine essenzielle Rolle im Rahmen der Embryogenese, 
besonders während der Entwicklung der Nieren und des Urogenitalsystems (Pritchard-
Jones et al., 1990; Pelletier et al., 1991; Armstrong et al., 1993). Im Laufe des Lebens 
erfolgt eine Zeit- und Gewebe-spezifische Expression von WT1, welches bei der 
Regulation von Zellwachstum und -differenzierung involviert ist (Pritchard-Jones et al., 
1990). Dabei wirkt es inhibierend auf die Differenzierung von gesunden HSCs und 
leukämischen Blasten (Simpson et al., 2006; Yang et al., 2007). Die Expression von 
Genen, welche für Komponenten des Zellzyklus-Apparates kodieren, kann direkt durch 
WT1 moduliert werden (Simpson et al., 2006). Weiterhin beeinflusst WT1 regulatorische 
Gene, welche Apoptose-Prozesse betreffen (Greiner et al., 2008). So wurde bereits in 
verschiedenen Studien gezeigt, dass WT1 die Expression des pro-apoptotischen 
Moleküls Bak inhibieren kann, wodurch es in Leukämiezellen eine anti-apoptotische 
Funktion ausübt (Ito et al., 2006; Greiner et al., 2008). Weiterhin konnte nachgewiesen 
werden, dass WT1 die Entwicklung von Leukämien im Mausmodell fördert (Nishida et al., 
2006). In normalem Gewebe erwachsener Menschen ist die Expression von WT1 in erster 
Linie auf CD34+ HSCs, myoepitheliale Vorläuferzellen, renale Podozyten, Sertoli-Zellen 
des Hodens sowie Granulosa-Zellen des Ovars beschränkt (Buckler et al., 1991; Baird 
und Simmons, 1997; van Driessche et al., 2005). WT1 wird in einer Vielzahl solider 
Tumoren, beispielsweise in Lunge, Brust, Verdauungsorganen, Gehirn, Kopf und Hals, 
Schilddrüse und dem weiblichen Genitaltrakt, exprimiert (Sugiyama, 2010). Vor mehr als 
10 Jahren konnte die Überexpression von WT1 in den meisten Leukämien unabhängig 
vom Subtyp nachgewiesen werden, darunter auch in einem hohen Prozentsatz von AML-
Proben (Miwa et al., 1992; Miyagi et al., 1993; Menssen et al., 1995). Durch seine 
selektive Überexpression in LSCs, d. h. eine deutliche Expression in LSCs jedoch nur 
eine geringfügige Expression in HSCs, ist WT1 ein besonders geeignetes Ziel für 





WT1 auch in den LSCs der inneren Knochenhaut (Endosteum) überexprimiert wird, 
welche eine Subpopulation der LSCs bilden und für ihren ruhenden Zellzyklus sowie der 
damit verbundenen Resistenz gegenüber Chemotherapeutika bekannt sind (Saito et al., 
2010). In Patienten mit chronischer myeloischer Leukämie (CML) und AML konnten 
spontane T-Zell-Antworten gegen WT1-abgeleitete T-Zell-Epitope nachgewiesen werden 
(Scheibenbogen et al., 2002; Rezvani et al., 2005). Bereits in mehreren Studien wurde die 
Eignung von WT1 als Zielstruktur von T-Zellen demonstriert. Zahlreiche MHC-I- und 
MHC-II-restringierte T-Zell-Epitope wurden untersucht (Ohminami et al., 2000; Oka et al., 
2000; Bellantuono et al., 2002; Guo et al., 2005; Asemissen et al., 2006; Fujiki et al., 
2007; Doubrovina et al., 2012). So konnten humane CD8+ T-Lymphozyten mit Spezifität 
für das HLA-A*02:01-restringierte, WT1-abgeleitete Peptid RMFPNAPYL (WT1126) in vitro 
generiert werden. Diese zeigten eine zytotoxische Aktivität gegen leukämische CD34+ 
Vorläuferzellen, jedoch keine signifikante Lyse normaler CD34+ Vorläuferzellen (Gao et 
al., 2000; Oka et al., 2000). Im Mausmodell konnte weiterhin gezeigt werden, dass 
WT1126-spezifische CD8+ T-Zellen nach adoptivem Transfer zu einer signifikanten 
Wachstumsinhibition von AML-abgeleiteten Tumoren führten (Doubrovina et al., 2004). 
Mehrere klinische Studien mit WT1 als Zielstruktur verzeichneten in verschiedenen 
Tumorpatienten eine Induktion von WT1-spezifischen T-Zell-Antworten sowie klinische 
Effekte (Heslop et al., 2003; Oka et al., 2004; van Driessche et al., 2005; Greiner et al., 
2006). So bewirkte beispielsweise die Applikation von WT1-RNA-transfizierten DCs eine 
erhöhte Frequenz von WT1-spezifischen CD8+ T-Zellen und resultierte in kompletten 
Remissionen bei AML-Patienten (van Tendeloo et al., 2010). Die Vakzinierung von AML-
Patienten mit dem WT1126-Peptid führte bei einigen Patienten zu einer erhöhten Frequenz 
an WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen sowie zum Nachweis klinischer Effekte (Keilholz et 
al., 2009). Für ein HLA-A*24:02-restringiertes, WT1-abgeleitetes Peptid wurde ein CD8+  
T-Zell-Klon etabliert, welcher eine zytotoxische Aktivität gegenüber leukämischen Blasten 
zeigte (Ohminami et al., 2000). Basierend auf diesen Erkenntnissen belegte WT1 in einer 
vergleichenden Studie von 75 Tumorantigenen zur Eignung für immuntherapeutische 






1.5.2.2 Proteinase 3 
Ein weiteres vielversprechendes LAA ist PR3, welches zu den Apoptose-assoziierten 
LAAs zählt. PR3 ist eine Serin-Protease, die durch die Spaltung des Zellzyklusregulators 
p21Waf1 die Proliferation von myeloiden Zellen fördert (Witko-Sarsat et al., 2002; Greiner et 
al., 2008). Sie ist in den Granula von Leukozyten lokalisiert und kann in 
hochkonzentrierter Form auch in den Granula myeloischer Leukämie-Blasten gefunden 
werden. Somit gehört PR3, neben der Humanen Neutrophilen Elastase (HNE) und 
Cathepsin-G, zur Gruppe der primären Granula-Proteine, welche anormal in myeloiden 
Leukämien exprimiert werden (Dengler et al., 1995; van Driessche et al., 2005). PR3 und 
HNE teilen sich das auf HLA-A*02:01-Molekülen präsentierte Peptidmotiv PR1169. Dieses 
ist in der Lage, spezifische CTLs mit anti-leukämischer Reaktivität zu induzieren (Fujiwara 
et al., 2004). Es konnten bereits humane CD8+ T-Zellen mit Spezifität für PR1169 generiert 
werden, welche zu einer effizienten Lyse verschiedener Leukämiezellen in der Lage 
waren (Molldrem et al., 1996). In einer weiteren Studie ergaben sich Hinweise auf eine 
Korrelation zwischen klinischen Effekten bei Patienten mit CML nach allogener SZT oder 
IFN-α-Therapie und dem Nachweis PR1169-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten. Diese 
Beobachtung deutet auf eine Beteiligung der T-Zellen an der Elimination leukämischer 
Zellen in vivo hin (Molldrem et al., 2000). Zudem konnten im peripheren Blut von AML-
Patienten zirkulierende PR1169-spezifische CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden 
(Scheibenbogen et al., 2002). Im Mausmodell führte der adoptive Transfer PR1169-
spezifischer CD8+ T-Zellen zu einer Reduktion der AML-Last (Ma et al., 2010). Im 
Rahmen einer weiteren Studie wurden Patienten mit AML, CML oder 
myelodysplastischem Syndrom mit dem PR1169- sowie dem WT1126-Peptid  und einem 
Adjuvant vakziniert. Dabei konnte eine Erhöhung der Frequenzen PR1169- und WT1126-
spezifischer CD8+ T-Zellen beobachtet werden, was in einigen Patienten mit einer 
markanten Reduktion der WT1-Expression als Marker für eine „minimal residual disease“ 
(MRD) assoziiert war (Rezvani et al., 2008). 
 
1.5.2.3 Survivin 
Survivin ist ein Mitglied der Apoptose-Inhibitor-Proteinfamilie (Ambrosini et al., 1997; Cong 
und Han, 2004). Das TAA spielt eine Schlüsselrolle in der Mitoseregulation und dem 
programmierten Zelltod, wodurch das Zellwachstum und das Überleben der Tumorzellen 
gefördert werden (Schmidt et al., 2003; Andersen et al., 2007; Mita et al., 2008). Neben 
AML wird Survivin auch in einer Reihe weiterer Tumorentitäten stark exprimiert, wodurch 





Expression von Survivin auf den Thymus, die Plazenta, CD34+ Stammzellen und basale 
Epithelzellen des Darmes beschränkt (Salvesen und Duckett, 2002; Altieri, 2003). Eine 
vielversprechende Beobachtung hinsichtlich therapeutischer Strategien ist der Nachweis 
spontaner T-Zell-Antworten gegen Survivin-abgeleitete T-Zell-Epitope in Patienten mit 
Mammakarzinom, Kolonkarzinom, Lymphom, Leukämie und Melanom (Andersen et al., 
2001a; Andersen et al., 2001b; Casati et al., 2003; Reker et al., 2004a; Reker et al., 
2004b; Siegel et al., 2004). Weiterhin wurden bereits mithilfe von auf DCs präsentierten 
Survivin-abgeleiteten Peptidmotiven Survivin-spezifische CD8+ T-Zellen in vitro induziert 
(Schmitz et al., 2000) und die Lyse Survivin-exprimierender Leukämie-Zelllinien sowie 
primärer Leukämiezellen in vitro nachgewiesen (Schmidt et al., 2003; Zeis et al., 2003). 
Drei Monate nach einer Vakzinierung von Melanom-Patienten mit auf DCs präsentierten 
Survivin-Epitopen konnten Survivin-spezifische CD8+ T-Lymphozyten im peripheren Blut 
der behandelten Patienten nachgewiesen werden (Otto et al., 2005). Im Rahmen einer 
weiteren Studie wurde ein Patient mit Bauchspeicheldrüsenkrebs mit einem Survivin-
abgeleiteten Peptid vakziniert, was zu einer kompletten Remission der Lebermetastasen 
führte (Wobser et al., 2006). 
 
1.5.2.4 Nucleophosmin 1 
Ein erst vor Kurzem identifiziertes LSA ist das NPM1. Dabei handelt es sich um ein 
ubiquitär exprimiertes Chaperonprotein, welches sich zwischen Nukleus und Zytoplasma 
bewegt. Es ist an einer Reihe zellulärer Prozesse beteiligt, unter anderem der 
Ribosomenbiogenese, der Zentrosomenduplikation, am Verlauf des Zellzyklus, der 
genomischen Stabilität und der Apoptose (Rau und Brown, 2009). Aufgrund 
verschiedener molekularer und klinisch-pathologischer Merkmale wurde es 2008 als 
vorläufige Entität in die WHO-Klassifikation aufgenommen. NPM1 zählt zu den LSAs, da 
es in Leukämiezellen in mutierter Form vorliegt. Durch die maligne Transformation kommt 
es in den Zellen zu einer anormalen Akkumulation des mutierten NPM1-Proteins im 
Zytoplasma (Falini et al., 2011; Greiner et al., 2012). Da die NPM1-Mutation stabil und 
spezifisch für den malignen Klon ist, bildet sie einen ausgezeichneten Marker für eine 
MRD (Bacher et al., 2009; Kristensen et al., 2011). Es konnten bereits humane CD8+  
T-Zellen mit Spezifität für zwei verschiedene NPM1-Epitope generiert werden, welche zu 






1.5.3 T-Zell-basierte Immuntherapien 
Dank der Entdeckung von TAAs wurden Zielstrukturen für immuntherapeutische Ansätze 
identifiziert, im Rahmen derer es zur T-Zell-basierten Immunabwehr gegen Antigen-
präsentierende Tumorzellen kommt. Immuntherapeutische Strategien gegen Tumore 
werden traditionell in aktive und passive Therapien unterteilt (Mellman et al., 2011). Aktive 
Immuntherapien stimulieren mittels Verabreichung therapeutischer Vakzine (Peptide, 
DNA, Zelllysate oder DCs) das Patienten-eigene Immunsystem, welches dadurch selbst 
die aktive Rolle in der Bekämpfung der Tumorzellen einnimmt. Bei passiven 
immuntherapeutischen Ansätzen werden Effektormoleküle (Antikörper) oder 
Effektorzellen (T- und NK-Zellen) in vitro generiert, expandiert bzw. aktiviert und 
anschließend dem Patienten verabreicht (Lichtenegger et al., 2013). 
Eine Form der passiven Immuntherapie ist der adoptive T-Zell-Transfer, welcher seit über 
20 Jahren zur Behandlung von Tumoren eingesetzt wird (Restifo et al., 2012). Dabei 
erfolgt die Isolation von T-Zellen aus dem Blut eines Patienten (autolog) oder aus 
Spendermaterial (allogen), deren Behandlung ex vivo (z. B. Expansion) und die 
anschließende Injektion in den Patienten. Auf diese Weise wird die Immunität bereits in 
vitro erzeugt und richtet sich anschließend in vivo spezifisch gegen die malignen Zellen 
(Smits et al., 2009; Barrett und Le Blanc, 2010). Bereits 1953 wurde das Konzept der 
adoptiven Immuntherapie von Mitchison entwickelt (Mitchison, 1953). Dudley et al. 
konnten 2002 im Rahmen einer klinischen Studie mithilfe eines adoptiven T-Zell-Transfers 
in 46 % der Patienten mit metastasierendem Melanom eine partielle Regression erzielen 
(Dudley et al., 2002a). 2011 folgte eine weitere Studie zur Behandlung von 93 Melanom-
Patienten mit autologen Tumor-infiltrierenden Lymphozyten. Dabei wurde bei 22 % der 
Patienten eine langanhaltende komplette Remission erreicht (Rosenberg et al., 2011). 
Weitere klinische Studien nutzten Antigen-spezifische CD8+ T-Zellen, welche durch 
repetitive Stimulation in vitro generiert wurden, für die Behandlung von Melanom-
Patienten (Yee et al., 2002; Meidenbauer et al., 2003). Die erfolgreiche Infusion von 
Spenderlymphozyten in einen CML-Patienten, welcher nach allogener SZT einen Rückfall 
erlitt, demonstriert zudem das Potenzial des adoptiven T-Zell-Transfers in 
hämatologischen Tumoren (Kolb et al., 1990).  
Ebenfalls in den 90er Jahren etablierten Porter et al. erstmals eine 
Spenderlymphozyteninfusion („donor lymphocyte infusion“, DLI) als passive 
Immuntherapie bei AML-Patienten mit Rezidiv nach erfolgter SZT (Porter et al., 1996). 
Durch die Behandlung der Patienten zum Zeitpunkt einer MRD nach allogener SZT sollte 





Leukämiezellen durch alloreaktive T-Lymphozyten kam es zur Verstärkung des 
sogenannten „graft-versus-leukemia” (GvL)-Effektes (Kolb et al., 1995; Kolb et al., 2004; 
Barrett und Le Blanc, 2010). Der GvL-Effekt wurde erstmals 1956 in einem Leukämie-
Mausmodell beschrieben und ist ein Beleg für die Wirksamkeit von NK- sowie T-Zellen 
gegen Leukämiezellen (Lichtenegger et al., 2013). Im Vergleich ist die Behandlung von 
AML mittels DLI jedoch nicht so erfolgreich wie die von CML. Das Ansprechen auf eine 
konventionelle DLI erfolgt in 70-80 % der Patienten mit CML, jedoch nur in 15-30 % der 
AML-Patienten (Collins et al., 1997; Schmid et al., 2007). Die geringere therapeutische 
Effizienz der DLI bei rezidivierter AML ist vermutlich auf eine höhere Tumorlast mit 
schnellerer Wachstumskinetik zurückzuführen (Schmid et al., 2007; Kolb, 2008; Soiffer, 
2008). Zudem birgt die Gabe unmanipulierter Spenderlymphozyten ein signifikantes 
Risiko für Komplikationen, wie die Entwicklung einer akuten „graft-versus-host-disease“ 
(GvHD; Schmid et al., 2007; Kolb, 2008; Arpinati und Curti, 2014). Dabei handelt es sich 
um eine gegen die gesunden Zellen des Empfängers gerichtete Immunabwehr der 
Spenderzellen (Soiffer, 2008; Gesundheit et al., 2009; Yegin et al., 2010). 
Durch die Identifikation zahlreicher immunogener T-Zell-Epitope wurden die 
Voraussetzungen für Antigen-spezifische Immuntherapien mit T-Zellen geschaffen. In 
diesem Zusammenhang besteht ein vielversprechendes Therapiekonzept in der Infusion 
CD8+ Spender-T-Zellen mit Spezifität für verschiedene LAAs. Im Jahr 2011 gab es eine 
entsprechende Studie von Bornhäuser et al. mit CML-Patienten (Bornhäuser et al., 2011). 
Dabei erfolgte die ex vivo-Aktivierung CD8+ Spender-T-Zellen durch autologe DCs, 
welche zuvor mit CML-assoziierten Antigenen beladen wurden. Dies ermöglichte die 
selektive Expansion CML-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten in vitro. An den Tagen 28, 56 
und 112 nach einer CD34+ selektionierten SZT erhielten die Patienten eine 
prophylaktische Infusion der ex vivo aktivierten CD8+ T-Lymphozyten. Bei der Hälfte der 
untersuchten Patienten konnte eine molekulare Remission erzielt werden. Keiner der 
Probanden entwickelte klinische Anzeichen einer akuten GvHD (Bornhäuser et al., 2011). 
Beim experimentellen Ansatz dieser Studie wurden die Vorteile einer DLI genutzt, indem 
die im Transplantat enthaltenen CML-spezifischen T-Lymphozyten in den Empfänger 
transferiert wurden. Durch die Erhöhung des Anteils Leukämie-reaktiver T-Zellen 
innerhalb des Transplantats erfolgte gleichzeitig eine Minimierung des Risikos einer 
GvHD, welches durch die Anwesenheit alloreaktiver T-Zellen entsteht. Diese Studie 
verdeutlicht die Notwendigkeit, den Anteil AML-reaktiver T-Zellen innerhalb der 
Spenderlymphozyten signifikant zu erhöhen, um einen verstärkten GvL-Effekt zu bewirken 
und gleichzeitig das Risiko für das Auftreten einer GvHD zu reduzieren (Kolb et al., 2004; 





GvL-Effekte ohne Induktion einer GvHD zu erzielen, beruht auf dem adoptiven Transfer 
hoch-avider CD8+ T-Zell-Klone, welche selektiv von AML-assoziierten Antigenen 
abgeleitete Peptidmotive erkennen. Bereits 1992 erfolgte der adoptive Transfer 
Cytomegalievirus (CMV)-spezifischer CD8+ T-Zellen in immundefiziente Empfänger einer 
SZT (Riddell et al., 1992). Es wurde keine Toxizität im Rahmen dieser Studie festgestellt 
und die Klone führten zu einer anhaltenden Wiederherstellung CMV-spezifischer T-Zell-
Antworten. Vor Kurzem gelang die in vitro-Generierung WT1-spezifischer CD8+ T-Zell-
Klone (Ho et al., 2006), welche 11 Leukämie-Patienten nach SZT verabreicht wurden 
(Chapuis et al., 2013). Zwei der 11 Patienten zeigten unmittelbar Anzeichen anti-
leukämischer Aktivität vermittelt durch die übertragenen WT1-spezifischen CD8+ T-Zell-
Klone. Weiterhin überlebten drei Patienten mit hohem Rezidiv-Risiko nach SZT rückfallfrei 
sowie ohne Entwicklung einer GvHD (Chapuis et al., 2013). Neben der therapeutischen 
Anwendung bieten derartige Therapiekonzepte zusätzlich die Möglichkeit der 
prophylaktischen Applikation AML-reaktiver T-Zellen zum Zeitpunkt einer MRD, wodurch 
die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs im Voraus minimiert werden kann. 
 
1.6 Streptamer-Technologie 
Eine attraktive Option, den Anteil LAA-spezifischer CD8+ T-Zellen innerhalb adoptiv 
transferierter Spenderlymphozyten signifikant zu erhöhen und somit den GvL-Effekt bei 
gleichzeitiger Reduktion des GvHD-Risikos zu verstärken, besteht in der innovativen 
Streptamer-Technologie. Diese vor einigen Jahren entwickelte Technologie ermöglicht die 
Frequenzanalyse Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen sowie deren immunmagnetische 
Selektion in hoher Reinheit (Knabel et al., 2002; Neudorfer et al., 2007). Dabei wird die 
Fähigkeit von T-Zellen genutzt, spezifisch an Peptid-MHC-Komplexe zu binden. Die 
Methode beruht auf der Multimerisierung von Strep-Tag-gekoppelten MHC-Molekülen an 
ein Fluorophor- (zur Frequenzanalyse) oder „MicroBead“-gekoppeltes (zur 
immunmagnetischen Selektion) Strep-Tactin-Molekül, wodurch mehrere TCRs gleichzeitig 
gebunden werden können (siehe Kapitel 2.2.12, Abbildung 8). Auf diese Weise entsteht 
eine stabile Bindung zwischen dem Streptamer-Molekül und den Peptid-spezifischen  
T-Zellen. Nach Behandlung mit Biotin kommt es zur Ablösung des Strep-Tactin-Moleküls 
von den Peptid-MHC-Strep-Tag-Komplexen, weil Biotin eine höhere Affinität gegenüber 
dem Strep-Tactin-Molekül besitzt. Da die Peptid-MHC-Strep-Tag-Komplexe in 
vereinzeltem Zustand eine geringere Avidität aufweisen, dissoziieren sie spontan von den 
TCRs. Durch die Reversibilität der Streptamere werden unerwünschte Einflüsse der 





Eigenschaften der CD8+ T-Zellen sowie toxische oder immunogene Nebenwirkungen 
verhindert. Somit ermöglicht die Streptamer-Technologie die Generierung minimal 
manipulierter T-Zellen mit bestimmter Peptid- und HLA-Spezifität, welche für zelluläre 
„good manufacturing practice“ (GMP)-konforme Therapien geeignet sind (Odendahl et al., 
2014). 
In verschiedenen Studien konnte bereits die Eignung der Streptamer-Technologie zur 
Analyse und Selektion von funktionell aktiven, Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen belegt 
werden. So wurde im Mausmodell gezeigt, dass die Behandlung mit Biotin eine Ablösung 
der Peptid-MHC-Strep-Tag-Komplexe von den TCRs muriner CD8+ T-Zellen mit Spezifität 
für ein Listeriolysin-O-assoziiertes Peptid bewirkt. Die mittels Streptamer-basierter 
Anreicherung gewonnenen Listeriolysin-O-Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen zeigten 
zudem in funktionellen Untersuchungen eine ausgeprägte Lyse Peptid-beladener 
Zielzellen in vitro und vermittelten einen effizienten Schutz gegenüber einer Infektion mit 
Listeria monocytogenes im Mausmodell (Knabel et al., 2002). In einer weiteren Studie 
wurden humane CD8+ T-Zellen mit Fluorophor-gekoppelten Streptamer-Molekülen gegen 
ein CMV-abgeleitetes sowie ein „melanoma antigen recognized by T cells“ (Melan-A)-
abgeleitetes Peptid markiert und mittels Zellsortierung angereichert. Die CMV-
spezifischen CD8+ T-Lymphozyten konnten sofort der Zellsortierung zugeführt werden, 
wohingegen die Melan-A-spezifischen CD8+ T-Zellen für eine Anreicherung in hoher 
Reinheit zunächst durch mehrfache Stimulation mit DCs in vitro expandiert werden 
mussten, da sie nur in sehr niedriger Frequenz im Blut gesunder Spender vorkommen. 
Die funktionelle Aktivität der sortierten Virus- bzw. Tumor-spezifischen CD8+ T-Zellen 
zeigte sich in einer ausgeprägten Lyse von Peptid-präsentierenden Zielzellen (Neudorfer 
et al., 2007). Ausgehend von diesen Erkenntnissen erfolgte die Evaluation der 
Streptamer-basierten Isolation CMV-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten im klinischen 
Maßstab aus Leukapheresaten von gesunden Spendern. Dabei erfolgte im Rahmen einer 
immunmagnetischen Isolation mittels „MicroBead“-gekoppelter Streptamer-Moleküle die 
Anreicherung CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen, welche ein ausgeprägtes zytotoxisches 
Potenzial gegenüber Peptid-beladenen Zielzellen zeigten (Odendahl et al., 2014). In 
weiteren Studien führte der adoptive Transfer Streptamer-isolierter CMV-spezifischer 
CD8+ T-Zellen in Patienten mit CMV-Reaktivierung nach allogener SZT zu einer effektiven 
Viruselimination (Schmitt et al., 2011; Stemberger et al., 2014). Van Loenen et al. nutzten 
immunmagnetisch aus dem Blut gesunder Spender angereicherte Viruspeptid-spezifische 
CD8+ T-Zellen für die Transduktion eines TCRs mit Spezifität für das „minor 
histocompatibility antigen“ (mHAg) „histocompatibility antigen”-1 (HA-1; van Loenen et al., 





effiziente Lyse HA-1-exprimierender Leukämiezellen demonstriert werden. Die bisherigen 
Untersuchungen deuten somit auf eine Eignung Streptamer-isolierter CD8+  
T-Lymphozyten für die Entwicklung neuer immuntherapeutischer Strategien für Virus- 
bzw. Tumorerkrankungen hin. 
 
1.7 Zielstellung 
Ein wichtiges Therapiekonzept zur Behandlung von Patienten mit AML stellt die allogene 
SZT dar. Jedoch birgt diese Art der Therapie ein hohes Risiko für schwerwiegende 
Komplikationen in Form der akuten und chronischen GvHD. Diese schwere, gegen den 
Empfänger gerichtete T-Zell-vermittelte Reaktion ist eine der wesentlichen Ursachen für 
die Transplantat-bezogene Mortalität der Patienten. Um das Risiko für die Entwicklung 
einer GvHD zu minimieren, erfolgte die Entfernung der T-Zellen aus dem Stammzell-
Transplantat. Eine solche T-Zell-Depletion ist allerdings mit einer erhöhten 
Wahrscheinlichkeit eines Leukämie-Rezidivs assoziiert. Diese Beobachtungen zeigen, 
dass die T-Zellen des Spenders nicht nur Mediatoren der GvHD sind, sondern auch die 
therapeutischen GvL-Effekte vermitteln. Somit entwickelte sich die Kombination einer 
Transplantation CD34+ selektionierter Stammzellen mit dem Transfer unmanipulierter 
Spenderlymphozyten im Rahmen einer DLI als vorteilhaftes Behandlungskonzept für 
AML-Patienten. Ein begrenzter GvL-Effekt sowie ein signifikantes Risiko für das Auftreten 
einer GvHD limitieren bisher jedoch den therapeutischen Erfolg dieser Strategie. 
Ein wesentliches Therapieziel besteht darin, den GvL-Effekt zu erhöhen ohne eine GvHD 
zu begünstigen. Daher ist es das Bestreben, den Anteil AML-reaktiver T-Zellen innerhalb 
der zu verabreichenden T-Zell-Fraktion signifikant zu erhöhen. In diesem Zusammenhang 
besteht ein vielversprechender Ansatz in der Infusion CD8+ T-Zell-Klone mit Spezifität für 
verschiedene LAAs. Aufgrund ihres onkogenen Potenzials, ihrer Überexpression in 
leukämischen Zellen sowie ihrer ausgeprägten Immunogenität sind die LAAs WT1, PR3, 
NPM1 und Survivin attraktive Kandidaten für immuntherapeutische Strategien. 
Die im Rahmen dieser Arbeit ausgewählten LAAs liegen im peripheren Blut gesunder 
Spender in geringen Ausgangsfrequenzen vor. Daher stellt die innovative Streptamer-
Technologie eine attraktive Option dar, um den Anteil LAA-spezifischer CD8+ T-Zellen 
innerhalb einer T-Zell-Fraktion signifikant zu erhöhen und somit bessere Voraussetzungen 
für die Generierung von T-Zell-Klonen zu schaffen. Die Streptamer-Technologie 
ermöglicht die Frequenzanalyse von Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen und deren 





Technologie zur Analyse und Selektion von funktionell aktiven, Peptid-spezifischen CD8+ 
T-Zellen konnte mittlerweile in verschiedenen Studien dokumentiert werden. 
Im Zentrum der Untersuchungen stand die präklinische Testung der anti-leukämischen 
Effekte von CD8+ T-Zell-Klonen in vitro. Zunächst sollten die Frequenzen WT1-, PR3-, 
NPM1- und Survivin-spezifischer CD8+ T-Zellen im peripheren Blut gesunder Spender 
untersucht werden. Als nächster Schritt war die Anreicherung der Peptid-spezifischen 
CD8+ T-Zellen mithilfe der Streptamer-Technologie aus dem Blut gesunder Spender 
geplant. Da CD8+ T-Zellen funktionell durch ein ausgeprägtes zytotoxisches Potenzial 
gekennzeichnet sind, war neben der phänotypischen Charakterisierung auch die lytische 
Aktivität der angereicherten Zellen gegenüber Peptid-beladenen T2-Zellen von großem 
Interesse. Ausgehend von den angereicherten Zellpopulationen sollten CD8+ T-Zell-Klone 
generiert werden, welche die ausgewählten LAAs spezifisch erkennen. Neben der 
Analyse von Reinheit und Differenzierungsstadium stand die Evaluierung der TCR-
Avidität im Mittelpunkt nachfolgender Experimente. Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit 
lag auf der Untersuchung des zytotoxischen Potenzials der etablierten T-Zell-Klone 
gegenüber Peptid-beladenen T2-Zellen, der AML-Zelllinie SET-2 sowie vor allem 
gegenüber primären Blasten von AML-Patienten. 
Im Rahmen der vorgesehenen Experimente sollte zum einen untersucht werden, ob die 
Streptamer-basierte Anreicherung zu verbesserten Voraussetzungen für die Generierung 
von T-Zell-Klonen beitragen kann. Zum anderen sollen die in dieser Arbeit gewonnenen 
Daten helfen, die potenzielle Eignung LAA-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone zur Elimination 
von AML-Zellen zu evaluieren. Die neuen Erkenntnisse können einen wesentlichen 
Beitrag zur Entwicklung neuer immuntherapeutischer Strategien für die Therapie eines 
Rezidivs bei AML-Patienten nach allogener SZT leisten. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien 
3, 3‘, 5, 5‘-Tetramethylbenzidin- 
Tabletten 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
3-Amino-9-ethylcarbazol 
(AEC, Tabletten) 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
„Aqua ad iniectabilia" 
(Aqua bidest.) 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland 
„Biocoll Separating Solution“ 
(Ficoll-Trennlösung: 1,077 g/ml) 
Biochrom KG, Berlin, Deutschland 
Bovines Serumalbumin 
(BSA, Trockensubstanz) 
Gerbu Biotechnik GmbH, Geiberg, 
Deutschland 
„D-Biotin Stock Solution” (100 mM) IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
N,N-Dimethylformamid Merck, Darmstadt, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt, Deutschland 
Di-Natriumhydrogenphosphat- 
Dodecahydrat  
Merck, Darmstadt, Deutschland 
eFluor® 670 (5 mM) eBioscience, Frankfurt, Deutschland 
Essigsäure Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ethanol, absolut 
(unvergällt) 
Klinik Apotheke des Universitätsklinikum 
Carl Gustav Carus, Dresden, 
Deutschland 
Ethanol, 96 %ig und 80 %ig 
(vergällt)  
Berkel AHK, Ludwigshafen, Deutschland 
Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA) 
Biochrom KG, Berlin, Deutschland 
Natriumacetat VWR, Leuven, Belgien 
Natriumazid Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
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Natriumkarbonat  Riedel-de Haen-AG, Seelz-Hannover, 
Deutschland 
Natriumchloridlösung, isotonisch 
(0,9 %ig [w/v]) 
Serum-Werk Bernburg AG, Bernburg, 
Deutschland 
Natriumcitratlösung (4 %ig [w/v]) Baxter Deutschland GmbH, München-
Unterschleißheim, Deutschland 
Natriumhydrogenkarbonat Merck, Darmstadt, Deutschland 
OptiPhase SuperMix 
(Szintillationsflüssigkeit) 




Merck, Darmstadt, Deutschland 
„Phosphate buffered saline“ 
(PBS, Trockensubstanz) 
Biochrom KG, Berlin, Deutschland 
Propidiumiodid (PI; 1 mg/ml) Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
Saponin (Trockensubstanz) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Schwefelsäure 
(95-97 %) 
Riedel-de Haen-AG, Seelz-Hannover, 
Deutschland 
Trypanblaulösung 
(0,5 %ig [w/v]) 
Biochrom KG, Berlin, Deutschland 
Triton® X-100 Ferak, Berlin, Deutschland 
Tween® 20 
(Polyoxyethylensorbitanmonolaureat) 
Serva, Heidelberg, Deutschland 
Wasserstoffperoxid-Lösung 
(30 %ig [v/v]) 
Klinik-Apotheke des Universitätsklinikums 
Carl Gustav Carus, Dresden, 
Deutschland 
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2.1.2 Grundmedien und Medienzusätze 
Fetales Kälberserum (FKS) Biochrom KG, Berlin, Deutschland  
Humanserum (HS) CC pro, Neustadt, Deutschland 
Natriumchromat, Chromium-51 
(Na251CrO4) 
PerkinElmer Life Sciences, Rodgau-
Jüdesheim, Deutschland 
Natriumpyruvat (100 mM) Biochrom KG, Berlin, Deutschland  
Nicht-essenzielle Aminosäuren 
(NEA, 100 x) 
Biochrom KG, Berlin, Deutschland  
Penicillin/Streptomycin 
(10 mg/ml, 100 x) 
Biochrom KG, Berlin, Deutschland  
Phytohämagglutinin (PHA)-L Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Phytohämagglutinin (PHA)-M Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Prostaglandin E2 (PGE2) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
„Polyinosinic:polycytidylic acid“ (Poly I:C) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
R848 ALEXIS Biochemicals, Lörrach, 
Deutschland 
„Roswell Park Memorial Institute“ 
(RPMI) 1640-Medium 
Biochrom KG, Berlin, Deutschland  
Serumalbumin, humanes  
(200 g/l) 
Baxter Deutschland GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 
Stabiles Glutamin (N-Acetyl-L- 
Alanyl-L-Glutamin, 200 mM) 
Biochrom KG, Berlin, Deutschland  









Alle Medien wurden steril filtriert, bei 4 °C gelagert und vor Gebrauch im Wasserbad auf 
37 °C erwärmt. 
RPMI 1640, komplett RPMI 1640-Medium (v/v) 
1 % 200 mM stabiles Glutamin 
1 % 100 mM Natriumpyruvat 
1 % NEA (100 x) 
1 % Penicillin/Streptomycin (100 x) 
 
2.1.4 Lösungen und Puffer 
Puffer sowie Lösungen wurden, soweit nicht anders angegeben, bei 4 °C gelagert. Alle für 
die Zellisolation verwendeten Puffer und Lösungen wurden zudem steril filtriert. 
AEC-Lösung 
(„enzyme-linked immunospot assay“ 
[ELISpot]) 
1 Tablette AEC 
2,5 ml N,N-Dimethylformamid  
Herstellung unmittelbar vor Anwendung 
Auftaumedium 
(AML-Blasten) 
50 ml Medium: 
35 ml PBS-Lösung 
10 ml humanes Serumalbumin (20 %ig) 
5 ml Natriumcitratlösung (4 %ig) 
Auftaumedium 
(MoDCs) 
45 ml Medium: 
35 ml RPMI 1640 
10 ml humanes Serumalbumin (20 %ig) 
Avidin-Peroxidase-Komplex-Lösung 
(ELISpot) 
10 ml Lösung: 
10 ml PBS-Lösung 
10 µl Tween® 20 (0,1 % [v/v]) 
1 Tropfen Avidin (Vectastain® Kitsystem) 
1 Tropfen biotinylierte Meerettich-
peroxidase (Vectastain® Kitsystem) 
  
 




(„enzyme-linked immunosorbent assay“ 
[ELISA]) 
1 l Lösung: 
8,4 g Natriumhydrogenkarbonat 
10,5 g Natriumkarbonat 
1 l Aqua dest. 
pH 9,5 
Bindungspuffer 
(Annexin V; 20x) 




siehe Verdünnungspuffer (ELISA) 
Citrat-Phosphat-Puffer 
(CP-Puffer, ELISA) 
100 ml Lösung: 
25,7 ml 0,2 M Di-
Natriumhydrogenphosphat 
24,3 ml 0,1 M Zitronensäure-Monohydrat 




HS mit 20 % DMSO 
Lagerung: -20 °C 
ELISpot-Puffer 100 ml Lösung: 
100 ml Aqua dest. 
293 mg Natriumhydrogencarbonat 
159 mg Natriumcarbonat 
pH 9,5 
steril filtriert (0,45 µm Spritzenfilter) 
Isolationspuffer 
(Zellisolation) 
100 ml Lösung: 
97,5 ml PBS-Lösung 
2 ml 100 mM EDTA-Lösung 
0,5 g BSA 
IS-Puffer 
(Streptamer; 10x) 
IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
Laufpuffer 
(Zellisolation) 
1 l Lösung: 
880 ml PBS-Lösung 
20 ml 100 mM EDTA-Lösung 
100 ml FKS 
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PBS-Lösung 1 l Lösung: 
9,55 g PBS (Trockensubstanz) 
1 l Aqua dest. 
PFA-Lösung 
(4 %ig) 
25 ml Lösung: 
1 g PFA (Trockensubstanz) 
25 ml PBS-Lösung 
PFA-Lösung 
(0,5 %ig) 
8 ml Lösung 
1 ml PFA-Lösung (4 %ig) 
7 ml PBS-Lösung 
Propidiumiodid-Lösung 50 ml Lösung: 
0,05 ml Propidiumiodid 
50 ml PBS 
Reinigungspuffer 
(Zellisolation) 
1 l Lösung: 
700 ml Ethanol, absolut 
300 ml Aqua dest. 
Saponin (0,1 %ig) 50 ml Lösung: 
0,05 g Saponin (Trockensubstanz) 
50 ml Wasch- und Messlösung 
500 µl FKS 
Spülpuffer 
(Zellisolation) 
1 l Lösung: 
980 ml PBS-Lösung 
20 ml 100 mM EDTA-Lösung 
Stopplösung 
(ELISA) 
0,5 M Schwefelsäure 
Substrat-Lösung 
(ELISpot) 
33 ml Lösung: 
1,25 ml AEC-Lösung 
5,5 ml 0,2 M Natrium-Acetat 
2,3 ml 0,2 M Essigsäure 
23,5 ml Aqua dest. 
12,5 µl Wasserstoffperoxid 
steril filtriert (0,45 µm Spritzenfilter) 
Herstellung unmittelbar vor Anwendung 
  
 





10 ml Lösung: 
10 ml CP-Puffer 
1 Tetramethylbenzidin-Tablette 
3 µl Wasserstoffperoxid 
Herstellung unmittelbar vor Anwendung 
Verdünnungspuffer 
(ELISA) 
100 ml Lösung: 
90 ml PBS-Lösung 
10 ml FKS 
Waschpuffer 
(AML-Blasten) 
555 ml Lösung: 
500 ml PBS-Lösung 
55 ml Natriumcitratlösung (4 %ig) 
Waschpuffer 
(ELISA, ELISpot) 
1 l Lösung: 
1 l PBS-Lösung 
500 µl Tween® 20 
Wasch- und Messlösung 
(Durchflusszytometrie) 
1 l Lösung: 
1 l PBS-Lösung 
0,5 g Natriumazid (Trockensubstanz) 
 
2.1.5 Testkitsysteme 
MACS „fragment crystallizable”-Rezeptor 
(FcR)-Blockierungs-Reagenz, human 
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
OptEIATM Human IFN-γ ELISA Set 
 
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, 
Deutschland 
OptEIATM Human IL-12p70 ELISA Set 
 
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, 
Deutschland 
Vectastain® Kitsystem (Avidin und 
biotinylierte Meerrettichperoxidase) 









GM-CSF R&D Systems, Minneapolis, Minnesota 
(USA) 
IFN-γ Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
IL-1β R&D Systems, Minneapolis, Minnesota 
(USA) 
IL-2 Chiron GmbH, Ratingen, Deutschland 
IL-4 R&D Systems, Minneapolis, Minnesota 
(USA) 
IL-7 R&D Systems, Minneapolis, Minnesota 
(USA) 
IL-15 R&D Systems, Minneapolis, Minnesota 
(USA) 
„Stem cell factor“ (SCF) Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
TNF-α R&D Systems, Minneapolis, Minnesota 
(USA) 
 
2.1.7 Antikörper und Antikörper-gekoppelte „MicroBeads“  
2.1.7.1 Antikörper zur Zellisolation 
Annexin V „MicroBead” Kit Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
MACS CD4+-T-Zell-Isolationskit II, human Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
MACS CD8+-T-Zell-Isolationskit, human Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
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2.1.7.2 Antikörper zur Detektion von Oberflächenmolekülen 
7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) BD Biosiences Pharmingen, Heidelberg, 
Deutschland 
Phycoerythrin (PE)-markierter Maus-IgG1κ 
Kontroll-Antikörper 
Isotyp: IgG1κ; Klon MOPC-21 
BD Biosiences Pharmingen, Heidelberg, 
Deutschland 
Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC)-
markierter Maus-IgG1κ Kontroll-Antikörper 
Isotyp: IgG1κ; Klon MOPC-21 




Isotyp: IgG1κ; Klon IS11-12E4.23.20 




Isotyp: IgG2aκ; Klon X39 




Isotyp: IgG2aκ; Klon X39 
BD Biosiences Pharmingen, Heidelberg, 
Deutschland 
Brilliant Violet 421-markierter Maus-anti-
human CD3-Antikörper 
Isotyp: IgG1κ; Klon UCHT1 




Isotyp: IgG1κ; Klon BW264/56 




Isotyp: IgG1κ; Klon MT466 




Isotyp: IgG1κ; Klon B9.11 









Isotyp: IgG1κ; Klon SK1 




Isotyp: IgG2aκ; Klon M5E2 




Isotyp: IgG1κ; Klon M-T271 




Isotyp: IgG1κ; Klon CD28.2 




Isotyp: IgG2bκ; Klon HI100 




Isotyp: IgG1κ; Klon L307.4 




Isotyp: IgG1κ; Klon HB15e 




Isotyp: IgG1κ; Klon 2331 (FUN-1) 
BD Biosiences Pharmingen, Heidelberg, 
Deutschland 
APC-markierter Maus-anti-human CCR7 
(CD197)-Antikörper 
Isotyp: IgG1κ; Klon FR11-11E8 
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
PE-Cy7-markierter Ratte-anti-human CCR7 
(CD197)-Antikörper 
Isotyp: IgG2aκ; Klon 3D12 
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FITC-markierter Maus-anti-human HLA-A2 
A28-Antikörper 
Isotyp: IgG1; Klon REA142 




Isotyp: IgG2aκ; Klon G46-6 
BD Biosiences Pharmingen, Heidelberg, 
Deutschland 
Maus-anti-human HLA-A2 B17-Antikörper  
Isotyp: IgG1; Klon MA2.1 
American Type Culture Collection 
(ATCC), Rockville, Maryland (USA) 
PE-markiertes Ziege-anti-Maus IgG 
(Fcgamma)-F(ab’)2-Fragment 
Isotyp: Ig; polyklonal 
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, 
Deutschland 
 
2.1.7.3 Antikörper für intrazelluläre Färbungen 
Alexa Fluor® 488-markiertes Ziege-anti-
Kaninchen IgG (Fcgamma)-F(ab’)2-Fragment 
Isotyp: Ig; polyklonal 




Isotyp: IgG; Klon CAN-R9(IHC)-56-2 
Abcam plc, Cambridge; England 
 
2.1.7.4 Antikörper für den „Enzyme-linked immunospot assay“ 
Maus-anti-human IFN-γ, Klon: Mab1-D1K  
(1 mg/ml), Isotyp: IgG1κ 
Mabtech AB, Nacka, Schweden 
Maus-anti-human IFN-γ, biotinyliert, Klon: 
Mab7B6-1-Biotin (1 mg/ml), Isotyp: IgG1κ 
Mabtech AB, Nacka, Schweden 
 
2.1.7.5 Stimulationsbeads 
Dynabeads® Human T-Activator CD3/CD28 Gibco Life Technologies, Oslo, Norwegen 
 
 




MHC I-Strep HLA-A*02:01 WT1126 IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
MHC I-Strep HLA-A*02:01 PR1169 IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
MHC I-Strep HLA-A*02:01 NPM1283,mut A/D IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
MHC I-Strep HLA-A*02:01 Survivin95 IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
MHC I-Strep HLA-A*02:01 Infl MPM112 IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
MHC I-Strep HLA-A*02:01 CMV pp65495 IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
MHC I-Strep HLA-A*02:01 HIV pol908 IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
Strep-Tactin® Magnetic Nanobeads IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
Strep-Tactin® PE IBA GmbH, Göttingen, Deutschland 
 
2.1.9 Peptide 
Protein Peptid Sequenz Position Hersteller 
Wilms‘-Tumor-
Antigen 1 (WT1) 










Mutationstyp A, D 
NPM1283,mut A/D AIQDLCLAV 283-291 JPT Peptide 
Technologies GmbH; 
Berlin; Deutschland 
























Virus (HIV) Typ 1 




Die in lyophilisierter Form erhaltenen Peptide wurden zunächst durch Auflösen in 100 % 
DMSO auf eine Konzentration von 40 mg/ml eingestellt und anschließend mit PBS-
Lösung auf 2 mg/ml verdünnt. Die Endkonzentration von DMSO betrug somit 5 %. Die 
gelösten Peptide wurden bei -20 °C gelagert. 
 
2.1.10 Humane Tumorzellen 
AML-Blasten (Primärzellen aus dem Blut von 
Patienten mit AML) 
Medizinische Klinik I des Universitäts-
klinikums Carl Gustav Carus, Dresden 
SET-2 (Zelllinie aus dem Blut eines Patienten 
mit essenzieller Thrombozythämie) 
Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen, 
Nummer: ACC-608, Braunschweig, 
Deutschland 
T2 (174 X CEM.T2; Hybrid einer T- und einer 
B-lymphoblastoiden Zelllinie; TAP-defizient) 
American Type Culture Collection, 




AutoMACS® Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
Brutschrank (37 °C, 5 % CO2) Heraeus, Hanau, Deutschland 
FACS AriaTM III  
(Zellsortierer) 
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FACS CaliburTM  
(Durchflusszytometer) 
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, 
Deutschland 
FACS CantoTM II  
(Durchflusszytometer) 
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, 
Deutschland 
Gammacell® 3000 Elan  
(Bestrahlungsgerät) 




Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
Micro Beta 1450 Trilux „Beta-Counter“ 
(Szintillationszähler) 
PerkinElmer Life Sciences, Rodgau-
Jügesheim, Deutschland 
Mikroskopsystem Axioskop 20 Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland 
Mikroskopsystem für Zellkulturen  
CK 30/CK 40 
Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
SunriseTM Mikroplatten-Lesegerät für ELISA 
Assays 
TECAN Group Ltd., Männedorf, Schweiz 
 
2.1.12 Sonstige Materialien 
96 Well BD NuncTM ELISA Platten Thermo Fisher Scientific (Nunc GmbH & 
Co. KG), Langenselbold, Deutschland 
Combitips (500 µl; 5 ml) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Costar® Stripette® (Serologische Pipetten;  
5 ml, 10 ml bzw. 25 ml) 
Corning Incorporated, Corning, New York 
(USA) 
Easypet® Pipettierhilfe Eppendorf-Nethler-Hinz-GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
Einfriergefäß 
NALGENE™ Cryo Freezing Container 
Nalge Company, Rochester, New York 
(USA) 
Eppendorf-Reaktionsgefäße  
(0,5 ml, 1,5 ml bzw. 2 ml) 
Eppendorf-Nethler-Hinz-GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
FACS-Messröhrchen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
 





Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
Kryogefäße (1,8 ml) TPP Techno Plastic Products, 
Trasadingen, Schweiz 
MACS Magneten  
(für LS+- bzw. MS+-Säulen) 
Miltenyi Biotec GmbH, Gerisch Gladbach, 
Deutschland 
MACS Säulen, Füllmaterial: 
ferromagnetische Partikel 
(LS+-Säulen: 
Beladungskapazität: 2 x 109 Zellen 
Bindungskapazität: 1 x 108 Zellen 
MS+-Säulen:  
Beladungskapazität: 2 x 108 Zellen 
Bindungskapazität: 1 x 107 Zellen) 
Miltenyi Biotec GmbH, Gerisch Gladbach, 
Deutschland 
Multipipette® plus Eppendorf-Nethler-Hinz-GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
Multi Screen® Filter Plates  
(96 Vertiefungen) 
Millipore Corporation, Billerica, 
Massachusetts (USA) 
Neubauer-Zählkammer LO-Labortechnik GmbH, Friedrichsdorf, 
Deutschland 
Pipettensatz (0,1-2 µl, 0,5-10 µl, 2-20 µl, 10-
100 µl, 50-250 µl, 200-1000 µl) 
Eppendorf-Nethler-Hinz-GmbH, Hamburg, 
Deutschland 
Pipettenspitzen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
Rundboden-Zellkulturplatten 
(96 Vertiefungen), steril 




Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
Spritzenfilter 
(Porendurchmesser: 0,45 µm) 
Corning Incorporated, Corning, New York 
(USA) 
Zellkulturflaschen 
(50 ml, 25 cm2 bzw. 250 ml, 75 cm2), steril 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
 




(6 bzw. 24 Vertiefungen), steril 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
Zellsieb 
(Porendurchmesser: 40 µm) 
Becton Dickinson Labware, Franklin 
Lakes, New Jersey (USA) 








2.2.1 AML-Patienten und gesunde Spender 
Für alle Versuche im Rahmen dieser Arbeit wurden Proben HLA-A*02:01-positiver 
Spender verwendet. Dabei wurden sowohl gesunde Spender als auch AML-Patienten der 
Medizinischen Klinik I des Universitätsklinikums Carl Gustav Carus Dresden in die 
Untersuchungen einbezogen. Die Blutproben wurden nach Einverständniserklärung der 
Spender zur Verwendung für wissenschaftliche Zwecke entnommen. Die HLA-Typisierung 
der gesunden Spender und der AML-Patienten erfolgte durch die Einrichtung Life Science 
Lab GmbH der Deutschen Knochenmarkspenderdatei (DKMS) Dresden. 
 
2.2.2 Kultivierung von Zelllinien 
Die Kultivierung der Zelllinien SET-2 und T2 erfolgte in RPMI 1640-Medium mit 10 % FKS 
in mittleren Zellkulturflaschen (Volumen: 250 ml, Fläche: 75 cm2) bei 37 °C und 5 % CO2. 
Beide Linien wachsen als Suspensionskultur. Die Dauer der Kultivierung war vom 
Wachstumsverhalten der jeweiligen Zelllinie abhängig. Bei Erreichen einer hohen 
Zelldichte oder Bedarf für Experimente wurden die Zellen geerntet. Dazu wurde die 
Zellsuspension zunächst aus der Zellkulturflasche in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen 
überführt und zentrifugiert (10 min, 360 x g, Raumtemperatur [RT]). Das Zellpellet wurde 
in 1 ml Medium aufgenommen und die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt. 
Die Langzeitlagerung der Zelllinien SET-2 und T2 erfolgte bei -80 °C. Dafür wurden  
2-3 x 106 Zellen in 900 µl RPMI 1640-Medium mit 10 % FKS aufgenommen, in ein 
Kryogefäß überführt und nach Zugabe von 10 % DMSO zum Schutz der Zellen vor einer 
Kristallbildung sofort mithilfe eines Einfriergefäßes bei -80 °C eingefroren (Einfriervorgang: 
∆T=1 °C/min). 
Um eingefrorene Zelllinien wieder in Kultur zu bringen, wurden die Zellen unter leichtem 
Schwenken des Kryogefäßes bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Die Zellen wurden zügig 
in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und tropfenweise mit 10 ml RPMI 1640-
Medium mit 10 % FKS verdünnt. Nach Zentrifugation (10 min, 360 x g, 4 °C) wurden die 
Zellen in 1 ml Medium resuspendiert und in eine kleine Zellkulturflasche (Volumen: 50 ml, 
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2.2.3 Kultivierung von AML-Blasten 
Die Blasten wurden durch die Mitarbeiter der Medizinischen Klinik I des 
Universitätsklinikums Carl Gustav Carus Dresden mit Reinheiten von ≥68 % aus dem 
peripheren Blut von AML-Patienten gewonnen. Anschließend erfolgte eine 
Langzeitlagerung der Blasten bei -196 °C in flüssigem Stickstoff. 
Die kryokonservierten AML-Blasten wurden, wie bereits unter Kapitel 2.2.2 beschrieben, 
bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und 
tropfenweise mit 10 ml Auftaumedium verdünnt. Die Zellen wurden pelletiert (10 min, 
360 x g, 4 °C) und mit 10 ml Waschpuffer gewaschen (10 min, 360 x g, 4 °C). 
Anschließend wurden die Blasten in 1 ml RPMI 1640-Medium mit 10 % FKS 
aufgenommen und in eine Zellkulturflasche (Volumen: 50 ml, Fläche: 25 cm2), welche 
bereits 7 ml frisches Medium mit 10 % FKS und 50 ng/ml SCF enthielt, überführt. Die 
Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank. 
 
2.2.4 Isolation mononukleärer Zellen des peripheren Blutes 
Über das Verfahren der Dichtegradientenzentrifugation lassen sich Blutzellen aufgrund 
ihrer unterschiedlichen Dichte in verschiedene Fraktionen auftrennen. Dabei wird sich 
einer niedrigviskosen Trennlösung (Ficoll) bedient, welche aus einem synthetisch 
hergestellten Heteropolymer aus Saccharose und Epichlorhydrin besteht und bei 20 °C 
eine spezifische Dichte von 1,077 g/ml besitzt. Erythrozyten und polymorphkernige Zellen, 
wie Granulozyten, weisen eine höhere Dichte als die Trennlösung auf, weshalb diese 
Zellen im Rahmen der Zentrifugation am Boden sedimentieren (Abbildung 4). Die 
mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMCs), zu denen beispielsweise 
Lymphozyten, Monozyten und DCs zählen, sammeln sich dagegen aufgrund ihrer 
geringeren Dichte an der Grenze zwischen Ficoll-Lösung und Blutplasma als sogenannte 
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2.2.5 Immunmagnetische Isolation verschiedener Immunzellpopulationen 
aus PBMCs 
Die immunmagnetische Isolation von Monozyten und T-Lymphozyten aus den zuvor 
gewonnenen PBMCs erfolgte mithilfe des „magnetic-activated cell sorting“ (MACS). Diese 
Methode beruht darauf, dass definierte Zellpopulationen spezifisch durch Antikörper-
gekoppelte magnetische Partikel, sogenannte „MicroBeads“, markiert werden. Die 
Antikörper erkennen dabei Zell-spezifische Oberflächenmoleküle. Auf diese Weise 
markierte Zellen werden durch das Anlegen eines starken Magnetfeldes in einer Säule 
zurückgehalten, während die unmarkierten Zellpopulationen die Säule passieren. Nach 
Entfernen des Magnetfeldes werden die markierten Zellen eluiert. 
 
2.2.5.1 Isolation von CD14+ Monozyten 
Für die magnetische Separation von Monozyten wurden zunächst frisch isolierte PBMCs 
(siehe Kapitel 2.2.4) zentrifugiert (10 min, 360 x g, 4 °C). Je 1 x 107 Zellen wurden 
anschließend in 80 µl Isolationspuffer aufgenommen und mit 20 µl CD14 „MicroBeads“ 
versetzt. Nach 15-minütiger Inkubation bei 4 °C folgte ein Waschschritt mit kalter PBS-
Lösung (10 min, 360 x g, 4 °C). Anschließend wurden bis zu 1 x 108 Zellen in 500 µl 
Isolationspuffer aufgenommen. Um Zellaggregate zu vermeiden, wurden die Zellen vor 
dem Auftragen auf die Magnetsäule über ein Zellsieb (Porendurchmesser: 40 µm) 
gegeben. Die Separation der Zellen erfolgte schließlich entsprechend der 
Herstellerangaben mittels AutoMACS® als positive Selektion (Abbildung 5) unter 
automatischer Verwendung von Lauf-, Spül- und Reinigungspuffer. Dabei verbleiben die 
markierten Zielzellen aufgrund des magnetischen Feldes auf der Säule, während die 
unmarkierten Nicht-Zielzellen die Säule als Negativfraktion passieren (Abbildung 5). Die 
gewonnenen CD14+ Monozyten wurden zentrifugiert (10 min, 360 x g, 4 °C) und in 1 ml 
RPMI 1640-Medium mit 10 % HS aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte 
mithilfe einer Neubauer-Zählkammer nach einer Vitalfärbung mit Trypanblau. Durch das 
Trypanblau kann zwischen lebenden und toten Zellen differenziert werden, da der 
Farbstoff nur in tote Zellen mit nicht mehr intakter Zellmembran eindringen kann. 
Um die Reinheit der frisch isolierten Monozyten zu bestimmen wurde eine Probe mit 
Fluoreszenz-markierten Antikörpern gegen CD14 und HLA-DR gefärbt (siehe Kapitel 
2.2.6.1). Die durchflusszytometrische Analyse ergab, dass im Rahmen der MACS-









Mittels „fluorescence-activated cell sorting” (FACS) können Zellen hinsichtlich ihrer Größe, 
Granularität, spezifischer Oberflächenmarker sowie intrazellulärer Moleküle charakterisiert 
werden. Dazu werden die Zellen mittels hydrodynamischer Fokussierung einzeln 
aneinandergereiht und durch eine Messküvette geleitet. Dabei passieren sie einen 
Laserstrahl, wobei jede Zelle abhängig von ihrer Beschaffenheit eine charakteristische 
Streuung des Lichtstrahls bewirkt. Somit können verschiedene Zellpopulationen 
voneinander abgegrenzt werden. Das Vorwärtsstreulicht („forward scatter“, FSC) korreliert 
mit der Größe der Zelle, während das Seitwärtsstreulicht („side scatter“, SSC) Auskunft 
über die Granularität der Zelle gibt. Weiterhin können Oberflächenmoleküle sowie 
intrazelluläre Proteine mithilfe von spezifischen monoklonalen Antikörpern selektiv 
markiert werden. Diese sind dazu mit einem Fluoreszenzfarbstoff, wie Fluorescein-5-
isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) oder Allophycocyanin (APC), gekoppelt. Nach 
Anregung der Farbstoffe durch einen Laserstrahl kommt es zur Emission von Licht einer 
bestimmten Wellenlänge, welches durch Detektoren registriert wird. 
 
2.2.6.1 Analyse von Oberflächenmolekülen 
Zur Untersuchung von zellulären Oberflächenmolekülen wurden zunächst bis zu 2 x 105 
frisch isolierte oder kultivierte Zellen in eine Spitzbodenplatte (96 Vertiefungen) überführt 
und mit 150 µl kalter PBS-Lösung gewaschen (3 min, 360 x g, 4 °C). Anschließend 
wurden die Zellen mit je 1 µl der entsprechenden Antikörperlösung versetzt. Dabei wurden 
mehrere Antikörper unterschiedlicher Spezifität und Fluoreszenz-Markierung miteinander 
kombiniert. Es folgte eine 15-minütige Inkubation bei 4 °C unter Lichtabschluss. 
Anschließend wurden die Zellen mit 150 µl kalter PBS-Lösung gewaschen (3 min, 
360 x g, 4 °C), um ungebundene Antikörpermoleküle zu entfernen. Für eine sofortige 
Messung wurden die Zellen in 200 µl kalter PBS-Lösung aufgenommen und in ein FACS-
Röhrchen überführt. Bei Verzögerung der Messung erfolgte stattdessen die Aufnahme 
und somit Fixierung der Zellen in 200 µl 0,5 %iger PFA-Lösung. Im Anschluss wurden die 
gefärbten Zellen am Durchflusszytometer gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte 
mit den Softwares FlowJo vX.0.7 bzw. MACSQuantifyTM 2.5. 
Durch die Darstellung der Zellen im Streubild wurden einzelne Zellpopulationen 
hinsichtlich ihrer Größe und Granularität voneinander sowie von toten Zellen abgegrenzt. 
Die Analyse einzelner Zellpopulationen hinsichtlich Antikörper-markierter 
Oberflächenmoleküle wurde durch die Definition von spezifischen Regionen innerhalb des 
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Streubildes ermöglicht. Ungefärbte Zellen sowie mit Isotyp-Kontroll-Antikörpern gefärbte 
Zellen dienten als Negativkontrolle. Die Farbstoff-markierten IgG-Kontroll-Antikörper 
besaßen den gleichen Isotyp wie die zur Färbung verwendeten Antikörper und waren 
unspezifisch für die untersuchten Zellen. Unspezifische Reaktionen, die durch Bindung 
des Fc-Teils der Antikörper an Zellen entstehen können, wurden auf diese Weise 
veranschaulicht sowie ungefärbte von gefärbten Zellen abgegrenzt. Dies ermöglichte eine 
statistische Analyse der untersuchten Zellsuspension hinsichtlich der prozentualen 
Verteilung der Zellen sowie ihrer Mittleren Fluoreszenzintensität (MFI). Letztere berechnet 
sich aus den Einzelfluoreszenzen aller Zellen einer definierten Population und gibt damit 
Aufschluss über die Expressionsdichte des untersuchten Moleküls auf der Zelloberfläche. 
 
2.2.6.2 Analyse von intrazellulären Molekülen 
Die Expression intrazellulär lokalisierter Moleküle kann ebenfalls mithilfe der 
Durchflusszytometrie analysiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression 
des AML-assoziierten Transkriptionsfaktors WT1 in humanen Tumorzelllinien und 
primären Blasten von AML-Patienten überprüft. Dazu wurden bis zu 1 x 106 der zu 
untersuchenden Zellen in eine Spitzbodenplatte (96 Vertiefungen) überführt und zur 
Fixierung in je 100 µl PFA-Lösung (4 %ig) aufgenommen. Nach einer 15-minütigen 
Inkubation auf Eis wurden die Zellen pelletiert (3 min, 360 x g, 4 °C) und anschließend für 
3 min bei 4 °C mit 100 µl Saponin (0,1 %ig) inkubiert. Saponin ist in der Lage mit den 
Cholesterinmolekülen der Zellmembran zu interagieren, wobei die Cholesterinmoleküle zu 
porenähnlichen Komplexen umgelagert werden. Diese Permeabilisierung der 
Zellmembran ermöglicht im Folgenden den Eintritt der Antikörperlösung in das Zellinnere. 
Die Zellen wurden anschließend zentrifugiert (3 min, 360 x g, 4 °C). Um eine 
unspezifische Bindung der für die intrazelluläre Färbung verwendeten Antikörper durch 
die Fc-Rezeptoren der Tumorzelllinien und AML-Blasten zu verhindern, wurden die Zellen 
vor der Antikörper-Färbung mittels FcR-Blockierung-Reagenz behandelt. Dafür wurden 
die Zellen in 30 µl Isolationspuffer aufgenommen und 5 µl FcR-Blockierungs-Reagenz 
zugegeben. Nach 10-minütiger Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen mit 100 µl PBS-
Lösung gewaschen (3 min, 360 x g, 4 °C) und anschließend mit je 20 µl Antikörper-
Lösung versetzt. Diese setzte sich aus dem unmarkierten primären anti-WT1-Antikörper 
sowie Saponin (0,1 %ig) im Verhältnis 1:100 zusammen. Nach 30-minütiger Inkubation 
bei RT wurden die Zellen mit 100 µl PBS-Lösung gewaschen (3 min, 360 x g, 4 °C). Es 
folgte eine weitere 30-minütige Inkubation bei 4 °C unter Lichtabschluss mit 20 µl 
Antikörper-Lösung. Diese enthielt den 1:100 mit Saponin (0,1 %ig) verdünnten 
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AlexaFluor® 488-markierten sekundären Antikörper. Als Negativkontrolle dienten Zellen, 
die mit 20 µl Saponin (0,1 %ig) ohne Antikörper bzw. nur mit sekundärem Antikörper 
versetzt wurden. Die Zellen wurden zentrifugiert (3 min, 360 x g, 4 °C), in 200 µl PBS-
Lösung aufgenommen und in FACS-Röhrchen überführt. Die Analyse der intrazellulären 
Färbung erfolgte am Durchflusszytometer. Die gewonnenen Daten wurden anschließend 
mit den Softwares FlowJo vX.0.7 bzw. MACSQuantifyTM 2.5 ausgewertet. 
Die Darstellung im Streubild ermöglichte die Abgrenzung verschiedener Zellpopulationen 
sowie toter Zellen anhand ihrer Größe und Granularität. Die Abgrenzung unspezifischer 
Bindungen durch den sekundären Antikörper von der spezifischen Färbung durch den 
primären Antikörper erfolgte mithilfe der Negativkontrolle. Dies ermöglichte die Analyse 
der prozentualen Verteilung des intrazellulären WT1-Proteins innerhalb einer definierten 
Zellpopulation. 
 
2.2.6.3 Charakterisierung von Zelllinien und AML-Blasten 
Die Methode der Durchflusszytometrie wurde zur phänotypischen Charakterisierung von 
Tumorzelllinien und Blasten von AML-Patienten genutzt. Konkret wurden die Expression 
des HLA-A*02:01-Moleküls auf der Zelloberfläche und des WT1-Proteins im Inneren der 
Zellen untersucht. 
Dafür wurden zunächst pro Probe bis zu 1 x 106 Zellen in eine Spitzbodenplatte 
(96 Vertiefungen) überführt, zentrifugiert (3 min, 360 x g, 4 °C) und in 100 µl Maus-anti-
human HLA-A2 B17-Antikörper (Klon: MA2.1) aufgenommen. Während der folgenden 
Inkubationszeit von 15 min bei 4 °C konnte der primäre Antikörper an das HLA-A*02:01-
Molekül auf der Oberfläche der untersuchten Zellen binden. Nicht gebundene Antikörper 
wurden durch einen Waschschritt mit kaltem PBS (3 min, 360 x g, 4 °C) entfernt. Es folgte 
eine 15-minütige Inkubation mit 10 µl sekundärem PE-markierten anti-IgM-Antikörper 
(1:600 in PBS-Lösung verdünnt) bei 4 °C. Anschließend wurden die Zellen gewaschen 
(3 min, 360 x g, 4 °C). Für die Detektion des intrazellulär lokalisierten Proteins WT1 fand 
im Anschluss an die Färbung der Oberflächenmoleküle eine intrazelluläre Färbung statt 
(siehe Kapitel 2.2.6.2). Ungebundene Antikörper wurden danach durch einen 
Waschschritt mit 150 µl kalter PBS-Lösung (3 min, 360 x g, 4 °C) entfernt. Die Zellen 
wurden anschließend in 200 µl PBS-Lösung aufgenommen und in FACS-Röhrchen 
überführt. Die gefärbten Zellen wurden am Durchflusszytometer analysiert und die 
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Medium mit 10 % HS und einem Zusatz von 10 % DMSO in 1,8 ml-Kryogefäße aufgeteilt. 
Die Kryokonservierung von MoDCs erfolgte im unreifen Zustand. Dazu wurden 1,8 ml-
Kryogefäße mit jeweils 0,5 ml Einfriermedium vorbereitet, welches 20 % DMSO enthielt. 
Die Zellen wurden zu je 1 x 107 in 0,5 ml HS aufgenommen und in die vorbereiteten 
Kryogefäße überführt. Damit betrug die Endkonzentration von DMSO 10 %. Von den  
T-Zell-Klonen wurden in regelmäßigen Abständen zwischen 1 x 106 und 1 x 107 Zellen 
eingefroren. Dazu wurden die Zellen in 1 ml FKS mit 10 % DMSO aufgenommen und in 
1,8 ml-Kryogefäße überführt. Die Kyrogefäße wurden sofort mithilfe eines Einfriergefäßes 
bei -80 °C eingefroren (Einfriervorgang: ∆T=1 °C/min). 
Kryokonservierte PBMCs, T-Zellen, Monozyten und T-Zell-Klone wurden bei 37 °C im 
Wasserbad aufgetaut, in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und tropfenweise mit 
10 ml RPMI 1640-Medium mit 10 % FKS verdünnt. Durch die so erzielte starke 
Verdünnung der Zellsuspension wurden die toxischen Effekte des vor der Lagerung 
zugegebenen DMSO vermindert. Die pelletierten Zellen (10 min, 360 x g, 4 °C) wurden in 
entsprechendem Kultivierungsmedium resuspendiert und die Zellzahl nach Verdünnung 
einer Probe mit Trypanblaulösung mithilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Die 
immaturen MoDCs wurden ebenfalls bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, in ein 50 ml 
Zentrifugenröhrchen überführt und tropfenweise mit 10 ml Auftaumedium verdünnt. Nach 
Resuspension der pelletierten Zellen (10 min, 360 x g, 4 °C) in entsprechendem 
Kultivierungsmedium erfolgte die Bestimmung der Zellzahl mithilfe einer Neubauer-
Zählkammer unter Verwendung von Trypanblaulösung. 
 
2.2.9 Peptid-Beladung von Antigen-präsentierenden Zellen 
Zur Induktion Antigen-spezifischer CD8+ T-Zellen in Kokulturen mit autologen MoDCs 
bzw. Zellen der T2-Linie wurden die APCs zuvor mit geeigneten Antigenen beladen. Dazu 
wurden die aus Monozyten abgeleiteten maturen Fast-DCs (siehe Kapitel 2.2.7) bzw. T2-
Zellen in eine Zellkulturplatte (24 Vertiefungen) mit bis zu 2 x 106 Zellen pro Vertiefung 
gegeben. Die Beladung erfolgte in einem Gesamtvolumen von 1 ml RPMI 1640-Medium 
ohne Serumzusatz. Dadurch sollten unerwünschte Bindungen von Peptiden, abgeleitet 
von Serumproteinen, an die freien HLA-A*02:01-Moleküle auf der Zelloberfläche der DCs 
und T2-Zellen vermieden werden. Die AML-assoziierten Peptide sowie die viralen 
Kontrollpeptide (siehe Kapitel 2.1.9) wurden in einer Konzentration von jeweils 20 µg/ml 
eingesetzt. Die Zellsuspensionen in den Vertiefungen wurden nach Zugabe des 
entsprechenden Peptids gemischt und 2 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank 
inkubiert. Während dieser Zeit konnte ein Teil der zugegebenen Peptide direkt an freie 
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HLA-A*02:01-Moleküle auf der Zelloberfläche der APCs binden, wodurch diese stabilisiert 
wurden. Im Anschluss an die Beladung erfolgte die Ernte und Zentrifugation (10 min, 
360 x g, RT) der Fast-MoDCs bzw. T2-Zellen. Daraufhin wurde das Peptid-haltige 
Beladungsmedium entfernt und die Zellen in RPMI 1640-Medium mit 10 % HS 
aufgenommen. Nach Verdünnung einer Probe mit Trypanblaulösung wurde die Zellzahl 
mithilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt und die APCs anschließend zur 
Stimulation von CD8+ T-Lymphozyten (siehe Kapitel 2.2.10) oder im Rahmen eines 
Chrom-Freisetzungstests (siehe Kapitel 2.2.17) eingesetzt. 
 
2.2.10 Generierung Peptid-spezifischer CD8+ CTLs mithilfe von Peptid-
beladenen APCs 
Für die Generierung Antigen-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten erfolgte eine Kokultur mit 
Peptid-beladenen autologen Fast-MoDCs bzw. T2-Zellen. Im Falle eines „buffy-coats“ von 
einem gesunden HLA-A*02:01-positiven Spender als Ausgangsmaterial erfolgte 3 d vor 
der Blutspende beim Deutschen Roten Kreuz Nord-Ost in Dresden bereits eine Abnahme 
von circa 50 ml peripherem Blut. Nach Isolation der PBMCs (siehe Kapitel 2.2.4) erfolgte 
zunächst die immunmagnetische Isolation von CD14+ Monozyten (siehe Kapitel 2.2.5.1) 
und, wie unter Kapitel 2.2.7 beschrieben, deren Ausreifung für 3 d zu Fast-MoDCs. Ein 
Teil der immaturen MoDCs wurde für die spätere Restimulation der T-Zellen eingefroren 
(siehe Kapitel 2.2.8). Die restlichen MoDCs wurden mit geeigneten Peptiden beladen 
(siehe Kapitel 2.2.9). Nach Generierung der Fast-MoDCs erfolgte die immunmagnetische 
Isolation autologer CD8+ T-Lymphozyten aus einem „buffy-coat“ (siehe Kapitel 2.2.5.2). 
Es folgte die Kokultur von je 2 x 106 T-Zellen und 2 x 105 Peptid-beladenen Fast-MoDCs 
pro Vertiefung einer Zellkulturplatte (24 Vertiefungen) in 2 ml RPMI 1640-Medium mit 
10 % HS sowie 100 U/ml IL-2 und 1.000 U/ml IL-7 bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank. 
Nach einer Inkubationszeit von 7 d erfolgte eine Restimulation der T-Zellen. Dazu wurden 
diese geerntet, zentrifugiert (10 min, 360 x g, RT) und zusammen mit den aufgetauten, 
ausgereiften sowie Peptid-beladenen MoDCs erneut im Verhältnis 10:1 in frischem 
RPMI 1640-Medium mit 10 % HS sowie 100 U/ml IL-2 und 1.000 U/ml IL-7 bei 37 °C und 
5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. Zusätzlich fand zwischen den einzelnen Stimulationen 
jeden zweiten bis dritten Tag eine Erneuerung von Medium und Zytokinen statt. 
Nach Gewinnung eines Leukapheresats von einem gesunden HLA-A*02:01-positiven 
Spender erfolgte die immunmagnetische Isolation von CD8+ T-Zellen und CD14+ 
Monozyten (siehe Kapitel 2.2.5). Während der dreitägigen Ausreifung der Monozyten zu 
Fast-MoDCs (siehe Kapitel 2.2.7) wurden die T-Zellen mit Peptid-beladenen T2-Zellen 
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(siehe Kapitel 2.2.9) stimuliert. Diese wurden dazu im Anschluss an die Peptidbeladung 
mit 100 Gy bestrahlt und nach einem Waschschritt (10 min, 360 x g, RT) im Verhältnis 
1:10 zu den T-Zellen gegeben. Für die primäre Stimulation der T-Zellen mit ausgereiften 
Fast-MoDCs erfolgte die Ernte der T-Lymphozyten mit anschließender Zentrifugation 
(10 min, 360 x g, RT). Die T-Zellen wurden erneut zu je 2 x 106 Zellen pro Vertiefung in 
frischem RPMI 1640-Medium mit 10 % HS sowie 100 U/ml IL-2 und 1.000 U/ml IL-7 auf 
Zellkulturplatten (24 Vertiefungen) verteilt. Anschließend wurden je 2 x 105 der, wie unter 
Kapitel 2.2.9 beschrieben, Peptid-beladenen MoDCs zu den T-Lymphozyten gegeben. 
Nach der Kokultur von 7 d bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die T-Zellen ein zweites Mal, 
wie bereits zuvor beschrieben, mit Peptid-beladenen MoDCs stimuliert. 
Nach weiteren 7 d Kokultivierung wurden die Ansätze mithilfe des ELISpot-Assays (siehe 
Kapitel 2.2.14) auf das Vorhandensein Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten überprüft 
oder für die Streptamer-basierte Isolation Antigen-spezifischer CD8+ T-Zellen eingesetzt 
(siehe Kapitel 2.2.12.2). 
 
2.2.11 Reduktion apoptotischer CD8+ T-Zellen nach Kultivierung 
Die Kultivierung von CD8+ T-Zellen führt häufig zu einer Ansammlung von Zelltrümmern. 
Zur Optimierung der Streptamer-basierten Isolation von vitalen, funktionell aktiven Peptid-
spezifischen CD8+ T-Zellen wurden die Zellen zunächst von apoptotischem Zellmaterial 
befreit. Im Rahmen der Apoptose gelangt das Phospholipid Phosphatidylserin auf die 
Zelloberfläche. Dieses kann durch das Phospholipid-bindende Protein Annexin V, welches 
an „MicroBeads“ gekoppelt vorliegt, gebunden werden. Die auf diese Weise markierten 
apoptotischen Zellen können somit innerhalb eines magnetischen Feldes zurückgehalten 
werden, während die ungebundenen CD8+ T-Zellen passieren. 
Zunächst wurden die geernteten CD8+ T-Lymphozyten zentrifugiert (10 min, 360 x g, RT) 
und je 1 x 107 Zellen in 70 µl Bindungspuffer (1 x) sowie 30 µl „MicroBead“-Lösung 
aufgenommen. Nach 15-minütiger Inkubation bei 4 °C folgte ein Waschschritt mit kalter 
PBS-Lösung (10 min, 360 x g, 4 °C). Bis zu 1 x 108 Zellen wurden in 500 µl 
Bindungspuffer (1 x) aufgenommen. Eine LS+-MACS-Säule wurde in einen MACS-
Magneten eingesetzt und mit 3 ml entgastem Bindungspuffer (1 x) gespült. Anschließend 
wurden die Zellen auf die Säule gegeben und diese viermal mit je 3 ml entgastem 
Bindungspuffer (1 x) gewaschen. Die unmarkierten Zellen wurden aufgefangen und für die 
Streptamer-basierte Isolation Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen eingesetzt (siehe Kapitel 
2.2.12.2). 
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2.2.12 Quantifizierung und Isolation Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen 
mittels Streptamer-Technologie 
Bei der Streptamer-Technologie handelt es sich um eine neu entwickelte Multimer-
Methode zur direkten Identifizierung und Isolation Peptid-spezifischer T-Zellen ex vivo 
unter GMP-Bedingungen. Dabei wird die Fähigkeit der T-Zellen genutzt, spezifisch Peptid-
MHC-Komplexe zu binden, unabhängig von Aktivierungsstatus und Funktion der Zellen. 
Das Prinzip der Streptamer-Technologie zur Quantifizierung und Isolation Antigen-
spezifischer T-Zellen ist in Abbildung 8 dargestellt. Durch die Multimerisierung der Strep-
Tag-gekoppelten MHC-Moleküle über ein Strep-Tactin-Molekül können mehrere T-Zell-
Rezeptoren gleichzeitig gebunden werden. Somit entsteht eine stabile Bindung mit hoher 
Avidität zwischen dem Streptamer-Molekül und der Peptid-spezifischen T-Zelle. Biotin 
besitzt im Vergleich zum Strep-Tag eine erhöhte Affinität gegenüber dem Strep-Tactin-
Molekül, wodurch dieses wieder von den MHC-Peptid-Komplexen gelöst wird. Letztere 
dissoziieren spontan von den T-Zell-Rezeptoren, da sie in vereinzeltem Zustand eine 
geringere Avidität besitzen. Das Strep-Tactin-Molekül kann entweder an ein Fluorophor 
(Abbildung 8A) oder ein „MicroBead“ (Abbildung 8B) gekoppelt vorliegen. Auf diese Weise 
wurden die Antigen-spezifischen T-Zellen entweder über den fluoreszierenden Farbstoff 
mittels Durchflusszytometrie quantifiziert (siehe Kapitel 2.2.12.1) oder mittels 
immunmagnetischer Isolation aus einer heterogenen T-Zell-Population angereichert 
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2.2.12.1 Quantifizierung Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen mittels Streptamer-
Färbung 
Zu Beginn wurden 5 µl des entsprechenden MHC-Peptid-Komplexes, 6,25 µl Strep-
Tactin-PE und 62,5 µl IS-Puffer für mindestens 45 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Pro 
Ansatz wurden 2 x 107 PBMCs bzw. 2 x 105 bis 1 x 106 CD8+ T-Zellen in einer 
Spitzbodenplatte (96 Vertiefungen) in 100 µl kaltem IS-Puffer aufgenommen und mit je 
20 µl MHC-Peptid/Strep-Tactin-PE-Gemisch versetzt. Nach 15-minütiger Inkubation bei 
4 °C im Dunkeln erfolgte im Rahmen von Frequenzmessungen die Zugabe von jeweils 
20 µl des 1:10 verdünnten PE-markierten Maus-anti-human CD3-Antikörpers sowie des 
1:10 verdünnten FITC-markierten Maus-anti-human CD8-Antikörpers. Für eine nähere 
Phänotypisierung der CD8+ T-Zellen erfolgte die Verwendung von Brilliant Violet 421-
markiertem Maus-anti-human CD3-, V500-markiertem Maus-anti-human CD8-, FITC-
markiertem Maus-anti-human CD27-, APC-markiertem Maus-anti-human CD28-, PE-Cy7-
markiertem Ratte-anti-human CD197(CCR7)- und APC-H7-markiertem Maus-anti-human 
CD45RA-Antikörper (siehe Kapitel 2.1.7.2). Im Anschluss an weitere 30 min bei 4 °C im 
Dunkeln wurde die Spitzbodenplatte zentrifugiert (4 min, 360 x g, 4 °C). Die Zellen wurden 
zweimal mit je 200 µl kaltem PBS gewaschen und anschließend in 200 µl kaltem PBS 
aufgenommen. Die Markierung apoptotischer Zellen erfolgte kurz vor Messung der 
Proben durch Zugabe von 2,5 µl 7-AAD pro Ansatz. 7-AAD interkaliert nach dem Verlust 
der Zellmembranintegrität zwischen die Basen Cytosin und Guanin der DNA toter Zellen. 
Die Proben wurden innerhalb einer halben Stunde am Durchflusszytometer gemessen. 
Die Analyse der gewonnenen Daten erfolgte anschließend mit der Software FlowJo 
vX.0.7 entsprechend der in Abbildung 9 dargestellten „Gating“-Strategie (in Anlehnung an 
Schmitt et al., 2011 und Odendahl et al., 2014). 
  
 




Abbildung 9: „Gating“-Strategie zur Darstellung Streptamer-spezifischer T-Zellen. 
Im Anschluss an die Streptamer-Färbung erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der 
Streptamer-positiven T-Zellen. Anhand der Zellgröße (FSC) sowie der Zellgranularität (SSC) wurde 
die Lymphozyten-Population definiert (A). Nach Ausgrenzung von Zellaggregaten (B) und 
apoptotischen Zellen mithilfe des Farbstoffes 7-AAD (C) erfolgte die Auswahl von CD3+ 
Lymphozyten (D). Innerhalb dieser Population wurden die Streptamer-spezifischen CD8+ T-Zellen 
definiert (E). 
 
2.2.12.2 Isolation Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen mittels Streptamer-Technologie 
CMV-spezifische CD8+ T-Zellen wurden direkt aus den immunmagnetisch isolierten CD8+ 
T-Lymphozyten eines „buffy-coats“ angereichert. Die Isolation AML-Peptid-spezifischer 
CD8+ T-Zellen hingegen erfolgte aufgrund der geringen Ausgangsfrequenzen im 
peripheren Blut von gesunden Spendern nach immunmagnetischer CD8-Anreicherung 
(siehe Kapitel 2.2.5.2) und anschließender 14-tägiger Stimulation mit Antigen-beladenen 
Fast-MoDCs (siehe Kapitel 2.2.10). Im Laufe der Kultivierung von CD8+ T-Lymphozyten 
kam es als Folge von Apoptose zu einer Ansammlung von Zelltrümmern. Aus diesem 
Grund erfolgte im Rahmen der Isolation AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen zunächst 
eine Reduktion von apoptotischem Material mittels Annexin V „MicroBeads“ (siehe Kapitel 
2.2.11). 
Vor der Isolation CMV- bzw. AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen wurde zunächst eine 
Probe von bis zu 1 x 106 Zellen für eine spätere Streptamer-Färbung der 
Ausgangsfrequenz beiseite gestellt (Lagerung auf Eis). Für die Streptamer-Isolation 
sowohl CMV- als auch AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen wurden pro 1 x 108 CD8+ 
T-Zellen jeweils 60 µl „MicroBead“-gekoppeltes Strep-Tactin und 40 µl MHC-Peptid-
Komplex für mindestens 45 min bei 4 °C inkubiert. In Abhängigkeit der für die Isolation 
eingesetzten Zellzahl wurde eine MS+- bzw. LS+-MACS-Säule in einen MACS-Magneten 
eingesetzt und mit 2 bzw. 3 ml entgastem IS-Puffer gespült. Um ungebundene MHC-
Peptid-Komplexe zu entfernen, wurde der vorbereitete „MicroBead“-gekoppelte MHC-
Peptid-/Strep-Tactin-Komplex mit 1 bzw. 2 ml entgastem IS-Puffer versetzt und auf die 
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Säule geladen. Anschließend wurde erneut mit 2 bzw. 3 ml entgastem IS-Puffer 
gewaschen. Die Eluierung der „MicroBead“-gekoppelten MHC-Peptid-/Strep-Tactin-
Komplexe erfolgte außerhalb des magnetischen Feldes mit 250 µl bzw. 1 ml IS-Puffer. Die 
Zellsuspension wurde zentrifugiert (10 min, 360 x g, 4 °C), in 1 ml IS-Puffer aufgenommen 
und mit den „MicroBead“-gekoppelten MHC-Peptid-/Strep-Tactin-Komplexen versetzt. 
Nach 1 h Inkubation auf Eis wurden die Zellen zentrifugiert (10 min, 360 x g, 4 °C) und mit 
5 ml IS-Puffer gewaschen (10 min, 360 x g, 4 °C). Im Anschluss wurden die Zellen in  
2-5 ml IS-Puffer aufgenommen. Die Isolation der CMV- oder AML-Peptid-spezifischen 
CD8+ T-Lymphozyten erfolgte nach Angaben der Hersteller mittels AutoMACS® unter 
automatischer Verwendung von Lauf-, Spül- und Reinigungspuffer. Die eluierten Zellen 
wurden zentrifugiert (10 min, 360 x g, 4 °C) und in 2 ml IS-Puffer mit 1 mM D-Biotin 
aufgenommen. Nach 20 min Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen zentrifugiert (10 min, 
360 x g, 4 °C) und erneut in 2 ml IS-Puffer mit 1 mM D-Biotin aufgenommen. Nach einer 
weiteren 20-minütigen Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen dreimal mit 5 ml IS-Puffer 
gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der Zellzahl mithilfe einer Neubauer-
Zählkammer nach Verdünnung einer Probe mit Trypanblaulösung. Die Reinheit der 
gewonnenen Zellpopulation sowie der vor Isolation beiseite gestellten Probe wurde im 
Rahmen einer Streptamer-Färbung (siehe Kapitel 2.2.12.1) analysiert und die 
Funktionalität der angereicherten Zellen mithilfe eines IFN-γ ELISA (siehe Kapitel 2.2.15) 
und/oder eines Chrom-Freisetzungstests (siehe Kapitel 2.2.17) nachgewiesen. 
 
2.2.13 Generierung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone 
Die Expansion in vitro-stimulierter und mittels Streptamer-Technologie isolierter WT1126-
spezifischer CD8+ T-Lymphozyten erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Skowera 
et al. (Skowera et al., 2008). Als sogenannte „feeder“-Zellen wurden PBMCs von zwei 
HLA-A*02:01+ sowie zwei HLA-A*02:01- Spendern im Verhältnis 1:1:1:1 verwendet. Die 
Zellen wurden mit 30 Gy in RPMI mit 2 % HS bestrahlt. Nach einem Waschschritt (10 min, 
360 x g, RT) wurden die „feeder“-Zellen in X-VIVO 15 mit 5 % HS sowie 25 U IL-2/ml, 
10 ng/ml IL-7, 0,1 ng/ml IL-15 und 5 µg/ml PHA-M aufgenommen und auf eine 
Konzentration von 5 x 105 Zellen/ml eingestellt. Anschließend wurden 1 x 105 „feeder“-
Zellen pro Vertiefung einer Zellkulturplatte (96 Vertiefungen) gegeben. Mittels Streptamer-
Technologie angereicherte, lebende WT1126-spezifische CD8+ T-Zellen wurden mithilfe 
des Zellsortierers FACS AriaTM III in die mit „feeder“-Zellen vorbereiteten Zellkulturplatten 
sortiert (eine Zelle/Vertiefung). Die Expansionskulturen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 im 
Brutschrank kultiviert. Nach drei Tagen wurden sowohl Medium als auch Zytokine 
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erneuert, wobei die Hälfte des verbrauchten Kultivierungsmediums pro Vertiefung gegen 
frisches X-VIVO 15 mit 5 % HS sowie 50 U IL-2/ml, 20 ng/ml IL-7 und 20 ng/ml IL-15 
ausgetauscht wurde. Die Erneuerung des Mediums erfolgte weiterhin jeden dritten bis 
fünften Tag. Je nach Bedarf wurden die Zellen einer Vertiefung auf weitere Vertiefungen 
der entsprechenden Zellkulturplatte verteilt. 
Aller 14 d erfolgte die Stimulation der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone. Dies 
geschah abwechselnd Peptid-spezifisch bzw. unspezifisch. Für die Peptid-spezifische 
Stimulation der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone wurden PBMCs als „feeder“-
Zellen von zwei HLA-A*02:01+ sowie zwei HLA-A*02:01- Spendern im Verhältnis 1:1:1:1 
gemischt. Die Peptidbeladung erfolgte mit 5 x 106 „feeder“-Zellen/ml und 10 µg/ml WT1126-
Peptid für 2 h bei 37 °C. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit RPMI mit 2 % HS 
gewaschen (10 min, 360 x g, RT) und auf eine Konzentration von 2-3 x 106 Zellen/ml 
eingestellt. Die Bestrahlung der Peptid-beladenen PBMCs erfolgte mit 30 Gy. Nach einem 
Waschschritt (10 min, 360 x g, RT) wurden die „feeder“-Zellen in X-VIVO 15 mit 5 % HS 
sowie 10 ng/ml IL-7, 10 ng/ml IL-15 und 1 µg/ml PHA-L aufgenommen und auf 4 x 106 
Zellen/ml eingestellt. Im Rahmen einer unspezifischen Stimulation wurden die „feeder“-
Zellen, wie bereits zu Anfang des Kapitels beschrieben, vorbereitet und mit 30 Gy 
bestrahlt. Nach einem Waschschritt (10 min, 360 x g, RT) wurden die „feeder“-Zellen in  
X-VIVO 15 mit 5 % HS sowie 10 ng/ml IL-7, 10 ng/ml IL-15 und 10 µg/ml PHA-M 
aufgenommen und auf 4 x 106 Zellen/ml eingestellt. Im Anschluss wurden 1 x 106 bzw. 
2 x 106 „feeder“-Zellen pro Vertiefung einer Zellkulturplatte (48 bzw. 24 Vertiefungen) 
gegeben. Die gewachsenen WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone wurden geerntet, 
zentrifugiert (10 min, 360 x g, RT) und in X-VIVO 15 mit 5 % HS sowie 10 ng/ml IL-7 und 
10 ng/ml IL-15 aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl mithilfe einer Neubauer-
Zählkammer wurden die T-Zell-Klone im Verhältnis 1:5 zu den „feeder“-Zellen gegeben 
und die Kulturen bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. Nach drei Tagen 
wurden sowohl Medium als auch Zytokine erneuert, wobei die Hälfte des verbrauchten 
Kultivierungsmediums pro Vertiefung gegen frisches X-VIVO 15 mit 5 % HS sowie 50 U 
IL-2/ml, 20 ng/ml IL-7 und 20 ng/ml IL-15 ausgetauscht wurde. Die Erneuerung des 
Mediums erfolgte weiterhin jeden dritten bis fünften Tag. Die Verteilung der Zellen einer 
Vertiefung auf weitere Vertiefungen der entsprechenden Zellkulturplatte erfolgte nach 
Bedarf.  
Die Stimulation der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone wurde alternierend fortgesetzt. 
In regelmäßigen Abständen erfolgten Qualitätskontrollen der Klone im Rahmen von 
Streptamer-Färbungen (siehe Kapitel 2.2.12.1) sowie die Generierung von Kryokulturen 
 
Material und Methoden 
 
64 
für eine Langzeitlagerung der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone (siehe Kapitel 
2.2.8). 
 
2.2.14 „Enzyme-linked immunospot assay“ 
Nach Stimulation mit Antigen-beladenen APCs können Peptid-spezifisch aktivierte  
T-Zellen mithilfe des ELISpot-Assays detektiert und quantifiziert werden. Die Methodik 
ermöglicht dabei die Darstellung der Zytokinsekretion durch Antigen-spezifisch aktivierte 
T-Lymphozyten auf Einzelzellniveau. Das Prinzip eines ELISpot-Assays ist in Abbildung 
10 schematisch dargestellt. 
Die Reaktivität der CD8+ T-Lymphozyten gegenüber ausgewählten HLA-A*02:01-
präsentierten Peptiden wurde anhand der IFN-γ-Freisetzung gemessen. Für die 
Gewinnung der Blutproben wurden gesunde Spender ausgewählt. Zunächst erfolgte die 
Beschichtung einer MultiScreen-HA-Platte (96 Vertiefungen) mit je 50 µl des Maus-anti-
human IFN-γ-Antikörpers (Klon: Mab 1-D1K) pro Vertiefung, welcher zuvor in ELISpot-
Puffer auf eine Konzentration von 10 µg/ml verdünnt wurde. Es folgte eine Inkubation bei 
4 °C über Nacht. Die ungebundenen Antikörper wurden durch viermaliges Waschen der 
Platte mit jeweils 250 µl steriler PBS-Lösung (RT) pro Vertiefung entfernt. Die 
verbliebenen unspezifischen Bindungsstellen der Membran wurden anschließend mittels 
150 µl RPMI 1640-Medium mit 10 % HS pro Vertiefung für 1-3 h bei 37 °C blockiert. Nach 
Entfernen des Blockierungsmediums wurden 5 x 104 CD14+ Monozyten als APCs pro 
Vertiefung zugegeben. Die anschließende Peptidbeladung erfolgte in RPMI 1640-Medium 
ohne Serumzusatz und einem Gesamtvolumen von 100 µl pro Vertiefung. Die Peptide 
wurden jeweils in einer Konzentration von 10 µg/ml eingesetzt. Neben den AML-
assoziierten Peptiden wurden die viralen Peptide CMV pp65495 und Infl-MPM112 als 
Positivkontrollen sowie HIV pol908 als Negativkontrolle mitgeführt. Als weitere 
Negativkontrollen wurden Ansätze verwendet, bei denen entweder ein Peptidzusatz 
unterblieb oder statt eines gelösten Peptides ein entsprechendes Volumen PBS-Lösung 
mit 5 % DMSO zugesetzt wurde. Damit sollte ein Einfluss des Lösungsmittels der Peptide 
auf das Ergebnis ausgeschlossen werden. Die Peptidbeladung erfolgte für 2 h bei 37 °C 
und 5 % CO2 im Brutschrank. Im Anschluss wurden pro Vertiefung 1 x 105 autologe CD8+ 
T-Lymphozyten zugegeben (Abbildung 10A), welche zuvor, wie unter Kapitel 2.2.10 
beschrieben, Antigen-spezifisch stimuliert wurden. Über die in Tabelle 2 dargestellten 
Kontrollansätze wurden unspezifische Reaktionen der verwendeten Zellpopulationen 
ermittelt sowie der Basiswert Peptid-reaktiver CD8+ CTLs im Blut getestet. Jeder Ansatz 
wurde als Dreifachbestimmung durchgeführt. 
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Tabelle 2: Test- und Kontrollansätze zum ELISpot-Assay 
Zusatz 
(Peptid bzw.  
5 %iges DMSO) 
CD14+ Monozyten 
pro Vertiefung 
Naive CD8+  
T-Lymphozyten 
pro Vertiefung 
Zweimalig stimulierte CD8+  
T-Lymphozyten pro 
Vertiefung  
- 5 x 104 - 1 x 105 
HIV pol908 5 x 104 - 1 x 105 
Jeweils P1 – P6 5 x 104 - 1 x 105 
Jeweils P1 – P6 5 x 104 1 x 105 - 
- 5 x 104 - - 
- - 1 x 105 - 
- 5 x 104 1 x 105 - 
HIV pol908 5 x 104 1 x 105 - 
5 %iges DMSO 5 x 104 1 x 105 - 
P1-P6: P1 - WT1126; P2 - PR1169; P3 - NPM1283,mut A/D; P4 - Survivin95; P5 - Infl MPM112; P6 - 
CMV pp65495. 
 
Zum Entfernen des Peptid-haltigen Mediums wurde die Platte nach Zugabe der CD8+  
T-Lymphozyten zentrifugiert (3 min, 150 x g, RT). Daraufhin wurden jeweils 100 µl 
RPMI 1640-Medium mit 10 % HS pro Vertiefung hinzugegeben und die Platte für 36 h bei 
37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss folgten sechs Waschschritte 
mit Waschpuffer sowie drei weitere Waschschritte mit PBS-Lösung. Dazu wurde die Platte 
in einem Volumen von jeweils 3 l der entsprechenden Waschlösung gründlich gewaschen, 
sodass Medium und Zellen aus den Vertiefungen der Platte entfernt wurden (Abbildung 
10B). Zur Detektion der IFN-γ-Produktion erfolgte pro Vertiefung die Zugabe von je 60 µl 
des biotinylierten Maus-anti-human IFN-γ-Antikörpers (Klon: Mab 7-B6-1-Biotin) in einer 
Konzentration von 2 µg/ml (Abbildung 10C). Dabei erkennt der sekundäre Antikörper ein 
anderes Epitop des Zytokins als der zur Beschichtung der Platte verwendete primäre 
Antikörper. Nach einer zweistündigen Inkubation bei 37 °C folgten erneut sechs 
Waschschritte mit Waschpuffer sowie drei Waschschritte mit PBS-Lösung, um 
ungebundene Antikörper zu entfernen. Danach wurde der Avidin-Peroxidase-Komplex, 
wie unter Kapitel 2.1.4 angegeben, frisch hergestellt. Das über eine kovalente Bindung an 
Biotin gekoppelte Enzym Meerrettichperoxidase bindet dabei an Avidin, welches eine 
hohe Affinität für Biotin besitzt (Abbildung 10D). Pro Vertiefung wurden jeweils 100 µl des 
Komplexes zugegeben und die Platte für 1 h bei RT inkubiert. In dieser Zeit bindet der 
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Avidin-Peroxidase-Komplex über die Avidin-Komponente an den biotinylierten sekundären 
Antikörper. Durch jeweils dreimaliges Waschen der Platte mit Waschpuffer und PBS-
Lösung wurden ungebundene Molekülkomplexe entfernt. Anschließend wurde die 
Substratlösung, wie unter Kapitel 2.1.4 beschrieben, frisch hergestellt und jeweils 100 µl 
pro Vertiefung zugegeben. Das in der Lösung enthaltene Wasserstoffperoxid dient als 
Substrat für die Meerrettichperoxidase. Die bei der Reaktion frei werdenden Protonen 
oxidieren das ebenfalls in der Lösung befindliche Chromogen AEC zu einem farbigen 
Komplex (Abbildung 10D/E). Nach vierminütiger Inkubation bei RT wurde die Farbreaktion 
durch wiederholtes Waschen der Platte unter fließendem Aqua dest. gestoppt und die 
„spots“ anschließend im Mikroskop gezählt. Dazu wurde die Schutzfolie vom Boden der 
Platte entfernt und die Platte über Nacht bei RT getrocknet. Im Anschluss wurde eine 
Klarsichtfolie fest auf die Plattenrückseite geklebt und die Membranen der einzelnen 
Vertiefungen ausgestanzt. Die aus den Tripletts gewonnenen „spot“-Zahlen wurden zu 
einem Durchschnitt verrechnet. Anschließend wurde aus der in drei voneinander 
unabhängigen Zählungen ermittelten durchschnittlichen Anzahl an „spots“ ein Mittelwert 
berechnet. Für die Bestimmung der Peptid-reaktiven CD8+ T-Lymphozyten pro Ansatz 
erfolgte die Subtraktion der Anzahl an „spots“ aus dem HIV-Kontrollansatz von der „spot“-
Anzahl, welche mittels Stimulation durch AML-assoziierte Peptide erzielt wurde. 
 
2.2.15 „Enzyme-linked immunosorbent assay“ 
Der ELISA diente dem quantitativen Nachweis von Zytokinen, welche von den 
untersuchten Zellen produziert wurden. In dieser Arbeit wurden die IL-12-Produktion der 
Fast-MoDCs sowie die Sekretion von IFN-γ im Rahmen der Kokultur von CD8+  
T-Lymphozyten mit Peptid-beladenen T2-Zellen analysiert. Dafür wurden die Zellen nach 
der Kultivierung zentrifugiert (5 min, 360 x g, RT) und die Zellkulturüberstände 
anschließend in eine Flachbodenplatte (96 Vertiefungen) überführt. Die 
Zellkulturüberstände wurden bis zur Messung in einer verschlossenen Zellkulturplatte bei 
einer Temperatur von -20 °C gelagert. 
Für den IFN-γ sowie den IL-12 ELISA wurden die Kitsysteme „OptEIATM Human IFN-γ 
ELISA Set” bzw. „OptEIATM Human IL-12p70 ELISA Set” verwendet. Zunächst erfolgte die 
Beschichtung der „96 Well BD NuncTM ELISA Platten“ mit 100 µl „Capture-Antibody“-
Lösung pro Vertiefung. Der darin enthaltene Antikörper, welcher sich gegen das zu 
untersuchende humane Zytokin richtete, wurde 250-fach mit Beschichtungspuffer 
verdünnt. Nach einer Inkubationsphase von etwa 18 h bei 4 °C wurde die Lösung entfernt 
und die beschichtete Platte dreimal mit je 300 µl Waschpuffer pro Vertiefung gespült. 
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Unspezifische Bindungsstellen wurden durch einstündige Inkubation der Platte bei RT mit 
je 200 µl Blockierungspuffer pro Vertiefung blockiert. Nach drei weiteren Waschschritten 
mit je 300 µl Waschpuffer pro Vertiefung wurden 100 µl des jeweiligen Standards als 
Doppelbestimmung sowie 100 µl der verdünnten Zellkulturüberstände (IFN-γ 1:51, IL-12 
1:11) als Dreifachbestimmung aufgetragen. Mithilfe der Stocklösung (500 pg) wurde der 
höchste Standard (500 pg/ml) hergestellt. Ein Aliquot dieser Lösung wurde im Verhältnis 
1:2 mit Verdünnungspuffer gemischt und diente als Ausgangslösung für die Standard-
Reihe mit den absteigenden Konzentrationen 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6 und 7,8 pg/ml. 
Als Null-Wert diente Verdünnungspuffer. Im Anschluss an eine zweistündige Inkubation 
bei RT folgten fünf Waschschritte mit je 300 µl Waschpuffer pro Vertiefung. Für die 
Detektion der gebundenen Zytokin-Moleküle wurden der Biotin-gekoppelte 
Detektionsantikörper sowie das Streptavidin-assoziierte Enzymreagenz 250-fach mit 
Verdünnungspuffer gemischt und die ELISA-Platte mit je 100 µl pro Vertiefung für 1 h bei 
RT inkubiert. Nach sieben weiteren Waschschritten mit Waschpuffer erfolgte die Zugabe 
von je 100 µl Substratpuffer pro Vertiefung. Während der unter Lichtabschluss bei RT 
ablaufenden Farbreaktion wurde das im Substratpuffer enthaltene 3, 3‘, 5, 5‘-
Tetramethylbenzidin in einen blauen Farbstoff umgewandelt. Die Reaktion wurde in 
Abhängigkeit von der Farbintensität, jedoch spätestens nach 30 min durch Zugabe von je 
50 µl Stopplösung pro Vertiefung beendet. Im Anschluss erfolgten die photometrische 
Messung der optischen Dichten bei 450/570 nm mithilfe des SunriseTM Mikroplatten-
Lesegerätes und die Berechnung der Zytokinkonzentrationen mithilfe der Standard-Reihe. 
 
2.2.16 T-Zell-Proliferationstest mit eFluor® 670 
Um das Potenzial der Fast-MoDCs zur Aktivierung von CD4+ T-Zellen zu analysieren, 
wurde ein T-Zell-Proliferationstest durchgeführt. Dazu wurde der rot fluoreszierende 
Lebendfarbstoff eFluor® 670 eingesetzt. Dieser bindet an primäre Amine der 
intrazellulären Proteine und wird im Zuge der Zellteilung zu gleichen Teilen an die 
Tochterzellen weitergegeben. Anhand der damit einhergehenden Abnahme der MFI lässt 
sich die Proliferation der markierten Zellen messen. 
Zunächst wurden, wie unter Kapitel 2.2.5.2 beschrieben, CD4+ T-Lymphozyten 
immunmagnetisch isoliert und anschließend mit dem Proliferationsfarbstoff eFluor® 670 
gefärbt. Dazu wurden je 1 x 107 frisch isolierte T-Zellen in 0,5 ml PBS-Lösung 
aufgenommen und mit 0,5 ml 10 µM eFluor® 670 in PBS-Lösung versetzt. Nach 10-
minütiger Inkubation bei 37 °C wurde die Färbereaktion durch Zugabe von 5 ml 
RPMI 1640-Medium mit 5 % HS und einer fünfminütigen Inkubationsphase auf Eis 
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gestoppt. Es folgten die Zugabe von weiteren 5 ml RPMI 1640-Medium mit 5 % HS sowie 
eine Zentrifugation der Zellen (10 min, 360 x g, 4 °C). Im Anschluss an zwei weitere 
Waschschritte mit je 5 ml RPMI 1640-Medium mit 5 % HS wurden die Zellen in 1 ml 
RPMI 1640-Medium mit 10 % HS aufgenommen und die Zellzahl mittels Neubauer-
Zählkammer bestimmt. 
In einer Rundbodenplatte (96 Vertiefungen) wurden je Vertiefung 1 x 105 eFluor® 670-
gefärbte CD4+ T-Zellen und 1 x 104 Fast-MoDCs (siehe Kapitel 2.2.7) in 200 µl 
RPMI 1640-Medium mit 10 % HS für 7 d bei 37 °C und 5 % CO2 kokultiviert. Der Ansatz 
erfolgte dabei als Dreifachbestimmung. Als Negativkontrolle wurden fünf Vertiefungen mit 
eFluor® 670-gefärbten CD4+ T-Zellen (keine Proliferation) sowie als Positivkontrolle fünf 
Vertiefungen mit CD4+ T-Lymphozyten unter Zugabe von 20 U/ml IL-2 und 4 x 104 anti-
CD3/CD28 Dynabeads® pro Vertiefung (Stimulation der T-Zell-Proliferation) mitgeführt. 
Nach 7 d Inkubation wurden die T-Zellen aus den Vertiefungen geerntet. Nach 
Zentrifugation der Zellen (10 min, 360 x g, 4 °C) wurden die CD4+ T-Lymphozyten mit 
FITC-markiertem anti-CD4-Antikörper gefärbt (siehe Kapitel 2.2.6.1). Daraufhin erfolgte 
die durchflusszytometrische Bestimmung der Proliferationsrate der T-Zellen durch 
Ermittlung der MFI von eFluor® 670. 
 
2.2.17 Chrom-Freisetzungstest 
Der Chrom-Freisetzungstest dient der Analyse der zytotoxischen Aktivität von CTLs und 
basiert auf der Messung der spezifischen Lyse von Zielzellen. Dazu werden die Zielzellen 
zunächst mit radioaktivem Natriumchromat (Na251CrO4) inkubiert, welches durch Diffusion 
in die Zellen gelangt. Dort bindet es an intrazelluläre Proteine, wodurch eine Rückdiffusion 
aus der Zelle verhindert wird. Erst durch Perforation der Zellmembran erfolgt die 
Freisetzung des Chroms in das extrazelluläre Medium. Die Menge der anschließend 
gemessenen Radioaktivität des Mediums korreliert mit der zytotoxischen Aktivität der 
analysierten Effektorzellen. 
Um die Zytotoxizität von Streptamer-isolierten Antigen-spezifischen CD8+ T-Zellen bzw. 
WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klonen zu untersuchen, wurden diese mit Zellen der 
HLA-A*02:01-positiven T2-Linie kokultiviert. Im Vorfeld erfolgte die exogene Beladung der 
T2-Zellen mit dem Peptid WT1126 sowie dem Kontrollpeptid HIV pol908 (siehe Kapitel 
2.2.9). Für die Chromium-51 (51Cr)-Markierung der Zielzellen erfolgte die Zugabe von 
1 mBq 51Cr pro Vertiefung, gefolgt von einer einstündigen Inkubation bei 37 °C und 5 % 
CO2 im Brutschrank. Im Anschluss wurden die markierten Zielzellen jeweils in 
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Zentrifugenröhrchen überführt, mit PBS-Lösung auf 5 ml aufgefüllt und zentrifugiert 
(10 min, 360 x g, RT). Der Waschvorgang wurde noch zweimal wiederholt, um 
überschüssiges 51Cr sowie freie Peptide zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen in 
RPMI 1640-Medium mit 10 % HS aufgenommen und die Zellzahl mithilfe einer Neubauer-
Zählkammer bestimmt. 
Die Zytotoxizität der CTLs gegenüber den T2-Zellen wurde in Rundbodenplatten (96 
Vertiefungen) untersucht. Dazu erfolgte die Kokultur der Effektor- und Zielzellen für 4 h in 
200 µl RPMI 1640-Medium mit 10 % HS pro Vertiefung bei 37 °C und 5 % CO2 im 
Brutschrank. Die T-Zellen wurden dabei in einem Verhältnis von 10:1 zu 3 x 103 T2-Zellen 
gegeben. Es wurden die lytischen Reaktivitäten der Effektorzellen gegenüber den 
einzelnen AML-assoziierten Peptiden sowie als Kontrollansätze gegenüber unbeladenen 
und mit HIV pol908-beladenen T2-Zellen geprüft. Für die Messung der spontanen Lyse 
wurden die T2-Zellen ohne weitere Zusätze inkubiert. Dabei wurde die spontane Lyse 
jeweils getrennt für unbeladene und mit den einzelnen Peptiden beladene T2-Zellen 
bestimmt. Die maximale Lyse wurde in korrespondierenden Ansätzen mit einem Zusatz 
von Triton® X-100 (2,5 % [v/v]) ermittelt. Dieses Detergens führt zur vollständigen 
Zerstörung der Zytoplasmamembran der Zielzellen und somit zu einer maximalen 
Freisetzung von 51Cr. Alle Test- und Kontrollansätze des Chrom-Freisetzungstests 
wurden als Dreifachbestimmungen durchgeführt. 
Nach erfolgter Koinkubation von Effektor- und Zielzellen wurden die Platten zentrifugiert 
(5 min, 360 x g, RT) und jeweils 100 µl des Überstandes in eine Flachbodenplatte 
(96 Vertiefungen) überführt. Vor der Messung wurden 25 µl jeder Probe mit 150 µl 
Szintillationsflüssigkeit vermischt und das freigesetzte 51Cr in „counts per minute“ (cpm) 
mittels des Szintillationszählers „Micro Beta 1450 Trilux“ gemessen. Die Berechnung der 
spezifischen Lyse der CTLs in den einzelnen Ansätzen erfolgte mit folgender Formel: 
 
Spezifische Lyse (%) = 100 × 
[cpm experimentelle Freisetzung – cpm spontane Freisetzung]
[cpm maximale Freisetzung – cpm spontane Freisetzung]
 
 
2.2.18 Fluoreszenz-basierter Zytotoxizitätstest 
Mithilfe des Fluoreszenz-basierten Zytotoxizitätstests wird ebenfalls das zytotoxische 
Potenzial CD8+ CTLs untersucht. Im Gegensatz zum Chrom-Freisetzungstest erfolgt bei 
dieser Methode allerdings nicht die direkte Messung der spezifischen Lyse sondern die 
Ermittlung der Anzahl an lebenden Zielzellen. Dazu werden die Zielzellen zunächst mit 
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dem Farbstoff eFluor® 670 gefärbt. Die Messung lebender eFluor® 670-markierter Zellen 
ermöglicht anschließend die Berechnung der CTL-vermittelten spezifischen Lyse. 
Zunächst erfolgte die Färbung von SET-2-Zellen bzw. Blasten von AML-Patienten mit 
dem Farbstoff eFluor® 670, wie unter Kapitel 2.2.16 beschrieben. Die Zytotoxizität der 
WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone gegenüber den gefärbten Zielzellen wurde in 
Rundbodenplatten (96 Vertiefungen) untersucht. Dazu erfolgte die Kokultur der Effektor- 
und Zielzellen über einen Zeitraum von 6 bzw. 24 h in 200 µl RPMI 1640-Medium mit 
10 % FKS pro Vertiefung bei 37 °C und 5 % CO2. Die CD8+ T-Zell-Klone wurden dabei in 
einem Verhältnis von 10:1 zu 2 x 104 gefärbten SET-2-Zellen bzw. AML-Blasten gegeben. 
Es wurde jeder Ansatz als Dreifachbestimmung durchgeführt. Als Kontrolle dienten die 
gefärbten Blasten in Kokultur mit frisch isolierten CD8+ T-Lymphozyten des gleichen 
Spenders wie der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone. Nach 6 bzw. 24 h erfolgte eine 
Zellzahlbestimmung der gefärbten Zielzellen im Durchflusszytometer. Dazu wurden die 
Ansätze jeweils gut gemischt und 25 µl der Zellsuspension entnommen. Zur Markierung 
toter Zellen erfolgte vor der Messung eine 1:4 Verdünnung mit Propidiumiodid. 
Anschließend wurden die Proben mithilfe des MACSQuantTM Analyzer 
durchflusszytometrisch untersucht und die gewonnenen Daten mit der Software 
MACSQuantifyTM 2.5 ausgewertet. Die Zytotoxizität wurde dabei aus dem Verhältnis der 
Zellzahl an Zielzellen, die mit stimulierten Effektorzellen inkubiert wurden, und der Zellzahl 
an Zielzellen, die mit frisch isolierten CD8+ T-Zellen kultiviert wurden, ermittelt. Die Daten 
aus der Kokultur der Zielzellen mit den frisch isolierten CD8+ T-Zellen wurde dabei als 
Referenzpunkt von 0 % Lyse definiert. Die prozentuale Abnahme der Zahl an Zielzellen 
wurde der spezifischen Lyse der Zielzellen gleichgesetzt. 
 
2.2.19 Statistik 
Die statistische Beurteilung der Zytokinquantifizierung im Zuge eines ELISA, der 
Quantifizierung Zytokin-produzierender Zellen im Rahmen eines ELISpot-Assays, des 
Proliferationsverhaltens von CD4+ T-Zellen sowie der spezifischen Lyse von Zielzellen 
durch CD8+ T-Lymphozyten erfolgte mithilfe des Programmes „Microsoft Excel 2007“. Bei 
der Darstellung der Ergebnisse handelt es sich um arithmetische Mittelwerte aus Doppel- 
oder Dreifachbestimmungen. Als Maß für die Streuung innerhalb einer Datengruppe 
wurde die durchschnittliche absolute Abweichung der Mittelwerte als Fehlerbalken 
dargestellt. Aufgrund von biologischen Schwankungen war eine zusammenfassende 
Darstellung der Daten der untersuchten Spender nicht möglich. Deshalb wurde 
repräsentativ das Ergebnis eines Spenders abgebildet. 
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Die statistische Signifikanz wurde mithilfe des studentschen t-Tests unter der Annahme 
ermittelt, dass die Stichproben einer normalverteilten bzw. annähernd normalverteilten 
Grundgesamtheit entstammen. Die Nullhypothese H0: µ1 = µ2 geht von der Gleichheit 
zweier Messwertreihen aus, während die Alternativhypothese HA: µ1 ≠ µ2 beiden 
Messwertreihen einen Unterschied zu Grunde legt. Der zweiseitige, gepaarte studentsche 
t-Test gibt Aufschluss über die Wahrscheinlichkeit p, mit der die Nullhypothese zutreffend 
ist. Das Signifikanzniveau ist in den grafischen Abbildungen der Ergebnisse wie folgt 









3.1 Streptamer-basierte Anreicherung CMV pp65495-spezifischer 
CD8+ T-Lymphozyten 
Aktivierte CD8+ T-Zellen verfügen über mehrere Wege in Zielzellen Apoptose zu 
induzieren und weisen somit ein ausgeprägtes zytotoxisches Potenzial auf. Auf diese 
Weise sind sie in der Lage, Virus-infizierte Zellen sowie Tumorzellen gezielt zu 
eliminieren. CD8+ T-Zellen sekretieren weiterhin eine Reihe proinflammatorischer 
Zytokine, wie IFN-γ und TNF-α (Barry und Bleackley, 2002; Russell und Ley, 2002). 
Basierend auf diesen Eigenschaften gelten CD8+ T-Zellen als potente Effektorzellen des 
adaptiven Immunsystems und stellen vielversprechende Kandidaten für Immuntherapien 
von viralen Infektionen und malignen Erkrankungen dar. Der adoptive Transfer von Virus- 
bzw. Tumor-spezifischen CD8+ Spender-T-Zellen wurde bereits erfolgreich in klinischen 
Studien eingesetzt (Dudley et al., 2001; Dudley et al., 2002a; Schmitt et al., 2011; 
Bornhäuser et al., 2011; Fuji et al., 2011). 
Die vor einigen Jahren entwickelte Streptamer-Technologie ermöglicht die 
Frequenzanalyse von Viruspeptid- und Tumorpeptid-spezifischen CD8+ T-Zellen sowie 
deren immunmagnetische Selektion in hoher Reinheit (Knabel et al., 2002; Neudorfer et 
al., 2007). Die Streptamer-basierte Anreicherung von CMV-spezifischen CD8+ T-Zellen in 
hoher Reinheit aus Leukapheresaten gesunder Spender wurde bereits in klinischem 
Maßstab evaluiert (Odendahl et al., 2014). Funktionelle Analysen ergaben ein 
ausgeprägtes zytotoxisches Potenzial der isolierten CD8+ T-Zellen gegenüber Peptid-
beladenen Zielzellen. In weiteren Studien führte der adoptive Transfer von Streptamer-
angereicherten, CMV-spezifischen CD8+ T-Zellen in Patienten mit CMV-Reaktivierung 
nach allogener SZT zu einer effektiven Viruselimination (Schmitt et al., 2011; Stemberger 
et al., 2014). 
Die Anreicherung Virus-spezifischer CD8+ T-Zellen diente der Etablierung der Streptamer-
Methode in der Arbeitsgruppe. Dazu erfolgte in ersten Untersuchungen die Anreicherung 
CMV pp65495-spezifischer CD8+ T-Zellen aus dem peripheren Blut CMV+ HLA-A*02:01+ 
Spender. Zunächst wurden CD8+ T-Zellen aus dem Blut von fünf Spendern mit einer 
Reinheit von >90 % immunmagnetisch isoliert (siehe Kapitel 2.2.5.2). Anschließend 
erfolgte mithilfe der Streptamer-Technologie die Anreicherung CMV pp65495-spezifischer 
T-Lymphozyten (siehe Kapitel 2.2.12.2). Die Reinheit der angereicherten CMV pp65495-





Durchflusszytometer bestimmt (siehe Kapitel 2.2.12.1). Zum Vergleich wurde die 
Zellsuspension vor Anreicherung (Abbildung 11A) untersucht. Die Analyse der Peptid-
spezifischen T-Zellen erfolgte wie unter Kapitel 2.2.12.1 dargestellt. 
Der mittlere Anteil CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen im peripheren Blut der gesunden 
Spender betrug 4,3 % (im Bereich von 1,1 bis 11,2 %). Nach Streptamer-basierter 
Anreicherung wurde eine durchschnittliche Reinheit von 69 % erzielt (im Bereich von 46,1 
bis 85,1 %). 
 
 
Abbildung 11: Streptamer-basierte Anreicherung CMV pp65495-spezifischer CD8+ 
T-Lymphozyten. 
CMV pp65495-spezifische CD8+ T-Lymphozyten wurden im Rahmen der Streptamer-basierten 
Anreicherung aus der CD8+ T-Zell-Population gesunder Spender isoliert. Im Anschluss erfolgte die 
Bestimmung der Reinheit der angereicherten Zellen im Durchflusszytometer. Die Frequenzen der 
CMV pp65495-spezifischen CD8+ T-Zellen sind vor (A) sowie nach Anreicherung (B) dargestellt. 
Von fünf untersuchten Spendern ist repräsentativ ein Spender dargestellt. 
 
Für eine effektive Elimination von Viren und Tumoren im Rahmen einer Immunantwort ist 
die Funktionalität der isolierten CD8+ T-Zellen von großer Bedeutung. Das 
proinflammatorische Zytokin IFN-γ wird von aktivierten CD8+ T-Lymphozyten produziert 
und besitzt eine proliferationshemmende Wirkung auf Virus-infizierte Zellen sowie 
Tumorzellen. Weiterhin ist es in der Lage Immunzellen, wie DCs, Makrophagen und  
T-Lymphozyten, zu aktivieren sowie die Antigenpräsentation von Gewebezellen zu 
verstärken. Somit spielt es eine essenzielle Rolle bei der Ausbildung einer zellulären 
Immunantwort und der Entstehung von Entzündungsreaktionen (Schroder et al., 2004; 





Zur Untersuchung der IFN-γ-Sekretion durch die angereicherten CMV pp65495-
spezifischen CD8+ T-Lymphozyten wurden diese mit CMV pp65495- und HIV pol908-
beladenen T2-Zellen für 24 h kokultiviert. Zum Vergleich wurden auch CD8+ T-Zellen vor 
der Streptamer-basierten Anreicherung mit CMV pp65495- und HIV pol908-beladenen T2-
Zellen kokultiviert. Die IFN-γ-Konzentration der Zellkulturüberstände wurde mittels ELISA 
quantifiziert (siehe Kapitel 2.2.15). 
Die Ergebnisse zeigten eine im Vergleich zu den CD8+ T-Zellen vor Anreicherung 
signifikante Steigerung der IFN-γ-Produktion durch die angereicherten CMV pp65495-
spezifischen CD8+ T-Zellen gegenüber CMV pp65495-beladenen T2-Zellen (Abbildung 12). 
Im Gegensatz dazu wurde für die T-Zellen sowohl vor als auch nach Anreicherung 
gegenüber den mit dem irrelevanten Peptid HIV pol908 beladenen T2-Zellen nur eine 
geringfügige Sekretion von IFN-γ dokumentiert. 
 
 
Abbildung 12: IFN-γ-Produktion von CMV pp65495-spezifischen CD8+ T-Zellen. 
CD8+ T-Lymphozyten (5 x 104) vor bzw. nach Streptamer-basierter Anreicherung wurden für 24 h 
mit 1 x 104 HIV pol908- bzw. CMV pp65495-beladenen T2-Zellen (HIV-P-T2 bzw. CMV-P-T2) 
inkubiert. Nach Ernte der Zellkulturüberstände erfolgte die Bestimmung der IFN-γ-Konzentration 
mittels ELISA. Dargestellt sind die Mittelwerte der Menge an sekretiertem IFN-γ aus 
Dreifachbestimmungen, die Standardabweichungen der Mittelwerte sowie die statistische 
Signifikanz (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01). Von fünf untersuchten ist ein repräsentativer Spender 
abgebildet. 
 
Die gewonnenen Erkenntnisse bestätigten die Eignung der Streptamer-Technologie zur 
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Untersuchungen wurde die Übertragbarkeit dieser Methode auf die Selektion 
Tumorpeptid-spezifischer CD8+ T-Zellen evaluiert. 
 
3.2 Bestimmung des prozentualen Anteils AML-Peptid-
spezifischer CD8+ T-Lymphozyten mittels Streptamer-
Technologie im peripheren Blut gesunder Spender 
In vorherigen Experimenten wurde bestätigt, dass es mithilfe der Streptamer-Methode 
möglich ist, CMV-spezifische CD8+ T-Zellen in hoher Reinheit und unter Bewahrung ihrer 
Fähigkeit zur IFN-γ-Produktion direkt aus dem peripheren Blut CMV+ Spender 
anzureichern (siehe Kapitel 3.1). Daher war ein Ziel der vorliegenden Arbeit, die Eignung 
der Streptamer-Technologie zur Anreicherung Tumorpeptid-spezifischer CD8+  
T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut gesunder HLA-A*02:01+ Spender zu evaluieren. 
Aufgrund ihres onkogenen Potenzials, ihrer ausgeprägten Immunogenität sowie der 
Überexpression in der Mehrzahl von AML-Zellen im Vergleich zum Normalgewebe stellen 
die AML-assoziierten Antigene WT1, PR3, NPM1 und Survivin attraktive LAAs für 
spezifische immuntherapeutische Strategien dar (Schmitz et al., 2000; Schmitt et al., 
2008; Rezvani et al., 2008; Anguille et al., 2012; Doubrovina et al., 2012; Greiner et al., 
2012). 
Zur Bestimmung der Frequenzen AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen im peripheren 
Blut wurden immunmagnetisch aufgereinigte CD8+ T-Lymphozyten von 10 gesunden 
HLA-A*02:01+ Spendern mithilfe der Streptamer-Färbung im Durchflusszytometer 
analysiert (siehe Kapitel 2.2.12.1). Dabei wurden die Frequenzen WT1126-, PR1169-, 
NPM1283,mut A/D und Survivin95-spezifischer CD8+ T-Zellen untersucht. Als Positivkontrolle 
erfolgte die Färbung Infl-MPM112- und CMV pp65495-spezifischer CD8+ T-Zellen. Die 
Streptamer-basierte Färbung HIV pol908-spezifischer CD8+ T-Zellen diente als 
Negativkontrolle. Mit einer durchschnittlichen Frequenz von 0,006 % (im Bereich von 0,00 
bis 0,02 %) konnten bei den untersuchten Spendern nur geringe bis keine detektierbaren 
Frequenzen HIV pol908-spezifischer CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden (Tabelle 3). 
Spender 3, 7, 9 und 10 zeigten eine abgrenzbare Population CMV pp65495-spezifischer 
CD8+ T-Zellen, welche einen durchschnittlichen Anteil von 0,32 % (im Bereich von 0,19 
bis 0,5 %) an der CD8+ Gesamtpopulation betrugen. Für die 10 untersuchten Spender 
wurde eine durchschnittliche Frequenz Infl-MPM112-spezifischer T-Zellen von 0,02 % (im 
Bereich 0,01 bis 0,05 %) detektiert. Dabei zeigten nur Spender 1 und 10 leicht erhöhte 





konnten mit einem Durchschnitt von 0,01 % (im Bereich von 0,00 bis 0,04 %) jedoch nur 
geringe bis keine detektierbaren Frequenzen AML-Peptid-spezifischer CD8+  
T-Lymphozyten im peripheren Blut der untersuchten Spender nachgewiesen werden. 
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass CD8+ T-Zellen mit Reaktivität gegen die AML-
assoziierten Antigene WT1, PR3, NPM1 und Survivin im Blut von gesunden Spendern nur 
in sehr niedrigen Frequenzen vorhanden sind. Daher ist eine erfolgreiche direkte 
Streptamer-basierte Anreicherung einer ausreichenden Anzahl Tumor-reaktiver CD8+  
T-Zellen aus dem peripheren Blut gesunder Spender sehr unwahrscheinlich. 
 
Tabelle 3: Mittels Streptamer-Färbung ermittelte Frequenzen AML-Peptid-spezifischer CD8+ 
T-Zellen im peripheren Blut gesunder Spender 
Peptid 
Frequenzen Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten in % 
Spender 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
WT1126 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,02 0,01 0,02 0,03 
PR1169 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01 0,02 
NPM1283,mut A/D 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,02 0,04 
Survivin95 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,04 
Infl-MPM112 0,04 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,05 
CMV pp65495 0,01 0,01 0,50 0,02 0,01 0,01 0,23 0,02 0,34 0,19 







3.3 Charakterisierung von Fast-MoDCs 
Erste Untersuchungen ergaben, dass eine direkte Streptamer-basierte Anreicherung 
CMV-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut CMV+ Spender 
durchgeführt werden kann (siehe Kapitel 3.1). Jedoch zeigte sich, dass eine unmittelbare 
Übertragung der Methode auf die niedrigfrequenten Tumorpeptid-spezifischen CD8+  
T-Zellen nicht möglich ist (siehe Kapitel 3.2). Um eine Erhöhung der Frequenz von AML-
Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen als Voraussetzung für eine erfolgreiche Streptamer-
basierte Anreicherung zu erreichen, wurde in weiteren Experimenten die Möglichkeit einer 
in vitro-Expansion der CD8+ T-Zellen mithilfe von autologen MoDCs evaluiert. Als 
professionelle APCs sind ausgereifte MoDCs durch die Expression von MHC-Peptid-
Komplexen sowie kostimulatorischen Molekülen in hoher Dichte gekennzeichnet. Deshalb 
sind sie in der Lage, T-Zellen zu stimulieren sowie deren Expansion zu induzieren. So 
zählen sie zu effizienten Stimulatoren sowohl von Antigen-spezifischen CD4+ T-Zellen als 
auch von Tumor-reaktiven CD8+ T-Lymphozyten (Diebold, 2008; Joffre et al., 2012; 
Mellman, 2013). 
Der bisherige Goldstandard für die Generierung von MoDCs besteht aus einer fünf- bis 
siebentägigen Differenzierungsphase der Monozyten zu immaturen DCs unter Einwirkung 
der Zytokine GM-CSF und IL-4 sowie einer anschließenden zwei- bis dreitägigen 
Maturierungsphase mit unterschiedlichen Stimuli. Bereits 1994 generierten Sallusto und 
Lanzavecchia erstmals unreife DCs aus mononukleären Blutzellen mithilfe von GM-CSF 
und IL-4 (Sallusto und Lanzavecchia, 1994). Der sogenannte Maturierungscocktail, 
bestehend aus TNF-α, IL-1β, IL-6 und PGE2, sorgt anschließend für die Ausreifung der 
immaturen MoDCs zu reifen immunstimulatorischen DCs (Jonuleit et al., 1997; Babatz et 
al., 2003). In Anlehnung an die Publikationen von Dauer et al. und Spranger et al. wurde 
ein zeitlich verkürztes Protokoll zur Generierung von sogenannten Fast-MoDCs etabliert 
(Dauer et al., 2003, Dauer et al., 2008; Spranger et al., 2010). Um die Eignung der Fast-
MoDCs als professionelle APCs zu überprüfen, wurden die Expression von 
Maturierungsmarkern und kostimulatorischen Molekülen sowie die Sekretion des Zytokins 
IL-12 untersucht. Beides sind essenzielle Parameter für die Stimulation von T-Zellen. In 
weiteren Experimenten wurde das Potenzial der Fast-MoDCs zur Aktivierung von CD4+  
T-Zellen analysiert. 
Zunächst erfolgte die immunmagnetische Isolation von CD14+ Monozyten aus dem Blut 
von drei gesunden Spendern (siehe Kapitel 2.2.5.1). Die Reinheit der gewonnenen Zellen 
betrug >95 %. Anschließend wurden die isolierten CD14+ Monozyten innerhalb von 48 h 





24 h erfolgte die Ausreifung der MoDCs unter dem Einfluss eines Maturierungscocktails, 
welcher neben den proinflammatorischen Zytokinen TNF-α, IL-1β, PGE2 und IFN-γ auch 
die TLR-Agonisten poly I:C und R848 enthielt (siehe Kapitel 2.2.7). Bei poly I:C handelt es 
sich um synthetische dsRNA, welche als Ligand für TLR3 agiert (Alexopoulou et al., 
2001). Ein Strang besteht aus einem Inosinmonophosphat-Polymer, bei dem anderen 
Strang handelt es sich um ein Polymer aus einem Cytidinmonophosphat. R848 ist ein 
Imidazochinolin und fungiert als synthetischer Agonist für die TLRs 7 und 8 (Jurk et al., 
2002). 
 
3.3.1 Expression von charakteristischen Oberflächenmolekülen auf Fast-
MoDCs 
Das Reifungsstadium der Fast-MoDCs wurde mittels durchflusszytometrischer 
Quantifizierung der Oberflächenexpression von MHC-Klasse II-Molekülen, CD14, CD80, 
CD83 und CD86 bestimmt (siehe Kapitel 2.2.6.1). Die in Abbildung 13 dargestellten 
Ergebnisse zeigen deutlich eine Reduktion der Expression des Monozyten-Markers CD14 
im Laufe des Ausreifungsprozesses. Der MHC-Klasse II-Rezeptor HLA-DR wurde 
hingegen sowohl von Monozyten als auch von Fast-MoDCs ausgeprägt. Im Rahmen der 
Maturierung erfolgte zudem eine gesteigerte Expression, was zu einer erhöhten Dichte 
des HLA-DR-Moleküls auf der Zelloberfläche der Fast-MoDCs führte und an der MFI 
abgelesen werden kann. Der dendritische Maturierungsmarker CD83 ist ein wichtiges 
Molekül um das Reifungsstadium von DCs zu definieren, da dieser ausschließlich auf 
ausgereiften DCs ausgeprägt wird. Auch hier zeigten die maturen Fast-MoDCs eine 
ausgeprägte Expression. Weiterhin erfolgte mit zunehmender Differenzierung und 
Maturierung die Erhöhung der Expression von CD80, ein kostimulatorisches Molekül der 
B7-Familie. Das kostimulatorische Molekül CD86, ebenfalls ein Mitglied der B7-Familie, 
konnte bereits auf nahezu allen Monozyten detektiert werden. Jedoch kam es im Verlauf 
der Ausreifung zu maturen Fast-MoDCs zu einer gesteigerten Expression des Moleküls 
und somit zu einer erhöhten Dichte von CD86 auf der Zelloberfläche. 
Zusammenfassend deuten diese Beobachtungen darauf hin, dass Fast-MoDCs eine 
ausgeprägte Maturierung zeigen. Ausgehend davon sollten sie zu einer effektiven 












Abbildung 13: Expression charakteristischer Oberflächenmoleküle auf Monozyten, 
immaturen sowie maturen Fast-MoDCs. 
Nach Ausreifung der Monozyten zu Fast-MoDCs erfolgte die Analyse der Oberflächenmoleküle 
CD14, HLA-DR, CD83, CD80 und CD86 im Durchflusszytometer. Dargestellt sind die 
Isotypkontrolle (grauer Graph) und die mit den jeweiligen Antikörpern gefärbten Monozyten, 
immaturen bzw. maturen Fast-MoDCs (schwarz hinterlegter Graph). Weiterhin sind der MFI-Wert 
und der prozentuale Anteil der für das jeweilige Molekül positiv gefärbten Zellen unter 
Berücksichtigung der Isotypkontrolle angegeben. Es ist ein repräsentativer von drei untersuchten 
Spendern abgebildet. 
 
3.3.2 Analyse der IL-12-Sekretion durch Fast-MoDCs 
Das immunmodulatorische Zytokin IL-12 spielt eine wesentliche Rolle bei der DC-
vermittelten Programmierung von CD4+ T-Lymphozyten zu proinflammatorischen TH1-
Zellen sowie bei der Aktivierung von NK-Zellen (Lombardi et al., 2009; Wehner et al., 
2009). Aus diesem Grund erfolgte die Evaluierung der IL-12-Produktion durch Fast-
MoDCs. 
Dazu wurden CD14+ Monozyten immunmagnetisch isoliert, zu Fast-MoDCs ausgereift 
und die IL-12-Konzentration nach 3 d im Kultivierungsmedium mittels ELISA quantifiziert 
(siehe Kapitel 2.2.15). Dabei wurde die IL-12-Produktion sowohl von maturen als auch 
von immaturen MoDC-Stadien untersucht. Als Ergebnis zeigte sich, dass ausschließlich 
mature Fast-MoDCs in der Lage waren, signifikante Mengen an IL-12 zu produzieren 
(Abbildung 14). Dagegen konnte in den Kulturüberständen der immaturen Fast-MoDCs 
kein IL-12 nachgewiesen werden. 
Die gewonnenen Daten zeigen, dass Fast-MoDCs in der Lage sind, erhöhte Mengen des 







Abbildung 14: IL-12-Produktion von immaturen sowie maturen Fast-MoDCs. 
Zunächst erfolgte die Ausreifung CD14+ Monozyten zu maturen Fast-MoDCs. Von den immaturen 
und maturen Stadien der Fast-MoDCs wurde der Zellkulturüberstand geerntet und die IL-12-
Konzentration mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte der Menge an 
sekretiertem IL-12 aus Dreifachbestimmungen, die Standardabweichungen der Mittelwerte sowie 
die statistische Signifikanz (*** p ≤ 0,001). 
 
3.3.3 Einfluss von Fast-MoDCs auf das Proliferationsverhalten von CD4+ 
T-Lymphozyten 
Zur Beurteilung des Potenzials der MoDCs zur Aktivierung CD4+ T-Zellen wurde ein 
Proliferationstest mit dem Farbstoff eFluor® 670 durchgeführt (siehe Kapitel 2.2.16). Dazu 
erfolgte die Kokultur von allogenen eFluor® 670-gefärbten CD4+ T-Lymphozyten mit Fast-
MoDCs für sieben Tage. Anschließend wurde die Proliferation der CD4+ T-Zellen im 
Durchflusszytometer gemessen. 
Die Daten zeigen, dass Fast-MoDCs effektiv in der Lage sind, die Proliferation von CD4+ 
T-Zellen anzuregen (Abbildung 15). Dies äußerte sich in einer Reduktion der MFI des 
Lebendfarbstoffes eFluor® 670. Dagegen führte die alleinige Kultivierung von CD4+  
T-Lymphozyten zu keiner wesentlichen Proliferation und diente als Bezugspunkt für die 
Auswertung der Proliferation der MoDC-stimulierten CD4+ T-Zellen. 
Die gewonnenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass Fast-MoDCs effizient dazu in der 
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Abbildung 15: Potenzial von Fast-MoDCs zur Aktivierung von CD4+ T-Zellen. 
Mit dem Farbstoff eFluor® 670 gefärbte allogene CD4+ T-Lymphozyten (1 x 105) wurden entweder 
allein oder mit 2 x 104 maturen Fast-MoDCs für sieben Tage inkubiert. Anschließend erfolgte die 
Analyse der Proliferationsrate der CD4+ T-Zellen im Durchflusszytometer. Nicht proliferierte CD4+ 
T-Lymphozyten sind als graue Graphen dargestellt und bilden den Bezugspunkt für die 
Bestimmung der Anzahl proliferierter CD4+ T-Zellen nach Inkubation mit Fast-MoDCs (schwarz 
hinterlegter Graph). Darüber hinaus wird die Prozentzahl der proliferierten CD4+ T-Zellen unter 
Berücksichtigung der Kontrolle gezeigt. 
 
3.4 Nachweis AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten 
nach in vitro-Expansion mithilfe von Fast-MoDCs 
Ausgehend von der Erkenntnis, dass eine direkte Anreicherung AML-Peptid-spezifischer 
CD8+ T-Zellen aus dem peripheren Blut gesunder Spender nicht möglich ist, wurde in 
weiteren Experimenten der Erfolg einer in vitro-Expansion Peptid-spezifischer CD8+  
T-Zellen mithilfe von autologen MoDCs überprüft. Dazu wurde in vorherigen 
Experimenten ein verkürztes Protokoll zur Generierung von Fast-MoDCs etabliert (siehe 
Kapitel 3.3). 
Als Ausgangspunkt für die Kultivierung wurden immunmagnetisch aufgereinigte CD8+  
T-Zellen aus dem Blut von 10 gesunden HLA-A*02:01+ Spendern mit einer Reinheit von 
>90 % verwendet (siehe Kapitel 2.2.5.2). Es erfolgte eine zweimalige Stimulation der 
Kulturen mit autologen Fast-MoDCs (siehe Kapitel 2.2.10), welche zuvor exogen mit HLA-
A*02:01-bindenden AML-assoziierten Peptiden beladen wurden (siehe Kapitel 2.2.9). Für 
die Aktivierung wurden die unter Kapitel 2.1.9 aufgelisteten AML-assoziierten Peptide 
WT1126, PR1169, NPM1283,mut A/D und Survivin95 eingesetzt. In Kontrollansätzen erfolgte die 





beladenen MoDCs wurden mit den isolierten CD8+ T-Zellen im Verhältnis 1:10 in 
Anwesenheit von IL-2 und IL-7 kultiviert. Nach sieben Tagen erfolgte eine Restimulation 
mit frisch ausgereiften AML-Peptid-beladenen MoDCs für weitere sieben Tage. Der 
Nachweis AML-Peptid-spezifisch aktivierter CD8+ T-Lymphozyten erfolgte mithilfe eines 
ELISpot-Assays anhand der Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IFN-γ auf 
Einzelzellniveau (siehe Kapitel 2.2.14).  Dazu wurden die stimulierten CD8+ T-Zellen über 
einen Zeitraum von 36 h mit autologen, AML-Peptid-beladenen CD14+ Monozyten 
kokultiviert. Als Positivkontrollen wurden CD14+ Monozyten mit den Peptiden Infl-MPM112 
und CMV pp65495 beladen. Die alleinige Kultur von CD14+ Monozyten bzw. CD8+  
T-Lymphozyten, die Kokultur mit Monozyten in Abwesenheit exogen zugeführter Peptide 
sowie mit HIV pol908-beladenen Monozyten dienten als Negativkontrollen. Auf diese Weise 
konnten AML-Peptid-unspezifische Reaktivitäten der untersuchten T-Zellen analysiert 
werden. Die im Rahmen des ELISpot-Assays ermittelte Anzahl an „spots“ entspricht der 
Anzahl an AML-Peptid-spezifisch aktivierten Zellen pro 1 x 105 CD8+ T-Zellen. Die 
Ermittlung der tatsächlichen Anzahl Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten erfolgte 
durch Subtraktion der Hintergrundanzahl an „spots“ aus dem HIV-Kontrollansatz von der 
„spot“-Anzahl, welche mittels Stimulation durch AML-assoziierte Peptide erzielt wurde. Die 
Frequenzen definieren den prozentualen Anteil der gezählten „spots“ und somit der 
Anzahl IFN-γ-produzierender CD8+ T-Zellen an der Gesamtheit der 1 x 105 CD8+ T-Zellen 
pro Ansatz. In einigen Fällen wurden über 100 „spots“ pro Vertiefung detektiert, die eine 
genauere Auszählung nicht ermöglichten. In diesen Fällen wurden die Frequenzen als 
>X % angegeben. So wurden z. B. im Fall der NPM1283,mut A/D-Frequenz von Spender 2 
über 100 „spots“ im Ansatz mit NPM1283,mut A/D-beladenen Monozyten und 58 „spots“ im 
Ansatz mit HIV pol908-beladenen Monozyten gezählt. Nach Subtraktion der „spot“-Anzahl 
aus dem HIV-Kontrollansatz verbleiben 42 NPM1283,mut A/D-spezifische „spots“, welche eine 
Frequenz von 0,04 % ergeben. Da jedoch mehr als 100 „spots“ in dem NPM1283,mut A/D-
Ansatz detektiert wurden, liegt die tatsächliche Frequenz NPM1283,mut A/D-spezifischer CD8+ 
T-Zellen über 0,04 %. Wurden auch in den Kontrollansätzen über 100 „spots“ ermittelt, so 
wurde der eigentliche Ansatz als nicht auswertbar definiert. 
Als Ergebnis zeigte sich ein großes Maß an Variabilität zwischen den verschiedenen 
Spendern sowie zwischen den untersuchten AML-assoziierten Peptiden (Tabelle 4). Für 
den in Abbildung 16 beispielhaft dargestellten Spender wurden über 100 WT1126-
spezifisch aktivierte CD8+ T-Zellen innerhalb der 1 x 105 CD8+ T-Lymphozyten ermittelt. 
Nach Berechnung des prozentualen Anteils WT1126-reaktiver CD8+ T-Lymphozyten ergab 
sich für diesen Spender eine Frequenz von >0,1 %. Die ermittelten „spot“-Zahlen der 





deutlichen Unterschiede zu den „spot“-Zahlen der Kontrollansätze. Mit über 100 Infl-
MPM112- bzw. CMV pp65495-spezifischen pro 1 x 105 CD8+ T-Lymphozyten konnten für 
den dargestellten Spender Frequenzen von >0,1 % Influenza- bzw. CMV-reaktiven  
T-Zellen ermittelt werden. 
 
 
Abbildung 16: Spezifische Aktivierung von CD8+ T-Zellen nach zweimaliger Stimulation mit 
Peptid-beladenen MoDCs in vitro. 
Nach immunmagnetischer Isolation von CD8+ T-Lymphozyten wurden diese zweimal mit AML- 
oder Viruspeptid-beladenen MoDCs (AML/Virus-P-Mo) in vitro stimuliert. Anschließend erfolgte die 
Inkubation von 1 x 105 stimulierten CD8+ T-Zellen mit 5 x 104 Peptid-beladenen autologen 
Monozyten für 36 h. Als Kontrolle dienten unbeladene bzw. mit dem Peptid HIV pol908 beladene 
autologe Monozyten (Mo bzw. HIV-P-Mo). Mittels IFN-γ-ELISpot wurden die Kulturen auf Peptid-
spezifisch aktivierte CD8+ T-Zellen überprüft. Dargestellt sind die Mittelwerte der „spots“ aus 
Dreifachbestimmungen und die Standardabweichungen der Mittelwerte. Es wird ein repräsentativer 
von 10 getesteten Spendern gezeigt. Mo – Monozyten 
 
Zusammenfassend zeigte sich eine große Variabilität innerhalb der Frequenzen AML-
Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten. Dabei konnten jedoch für jedes analysierte 
Peptid aktivierte T-Zellen nachgewiesen werden. So wurde für sechs Spender eine 
Frequenz von >0,01 % WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen erzielt. Der Nachweis 
aktivierter PR1169-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten mit einer Frequenz von >0,01 % 

























ebenfalls bei zwei Spendern eine Frequenz von >0,01 %. Außerdem wurden die CD8+  
T-Zellen von vier Spendern gegen Survivin95 stimuliert. Im Vergleich zu den Tumorpeptid-
spezifischen T-Zellen konnten für acht von 10 Spendern Influenza-spezifische T-Zellen 
detektiert werden. CMV-spezifische T-Zell-Reaktivitäten wurden bei fünf von 10 Spendern 
nachgewiesen. 
 
Tabelle 4: Mittels ELISpot ermittelte Frequenzen Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten 
nach zweimaliger Stimulation mit AML- bzw. Viruspeptid-beladenen MoDCs in vitro 
Peptid 
Frequenzen Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten in % 
Spender 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
WT1126 0,007 0,033 >0,1 0,008 0 >0,1 0,023 >0,1 0,044 0,003 
PR1169 >0,1 0 n. a. 0,009 0 0,037 0 0 n. a. 0,003 
NPM1283,mut A/D 0,009 >0,04 >0,1 n. a. 0 0,005 0,001 0 n. a. 0 
Survivin95 0 0,031 n. a. 0,026 0,026 n. a. 0,002 0 0,019 n. a. 
Infl-MPM112 >0,1 >0,03 n. a. >0,1 >0,03 >0,01 0 >0,1 >0,1 0,082 
CMV pp65495 0,002 >0,1 >0,1 0,088 0,001 0,023 0,002 >0,1 n. a. 0,001 
n. a.: nicht auswertbar 
 
Die Daten lassen erkennen, dass mature Fast-MoDCs zu einer effizienten Stimulation 
AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten in der Lage sind. Dabei induzierten sie 
eine Peptid-spezifische Aktivierung der T-Zellen, was anhand der Sekretion von IFN-γ 
nachgewiesen wurde. Die Ergebnisse zeigen zudem deutlich, dass die Frequenzen AML-
Peptid-reaktiver T-Zellen im Rahmen einer in vitro-Stimulation mit Peptid-beladenen 
maturen Fast-MoDCs für alle vier analysierten Peptide erhöht werden konnten. 
Insbesondere WT1126-spezifische CD8+ T-Zellen wurden bei 60 % der Spender in 






3.5 Streptamer-basierte Anreicherung AML-Peptid-spezifischer 
CD8+ T-Lymphozyten 
Nachdem in vorherigen Experimenten eine Frequenzerhöhung AML-Peptid-spezifischer 
CD8+ T-Lymphozyten im Rahmen von in vitro-Stimulationen mit Fast-MoDCs etabliert 
wurde (siehe Kapitel 3.4), erfolgte in weiteren Versuchen die Anreicherung der 
stimulierten AML-Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen mithilfe der Streptamer-Technologie. 
Die neben der Quantifizierung auch für die Isolation spezifischer CD8+ T-Lymphozyten 
entwickelte Methode wurde seitdem bereits für die Anreicherung Virus-spezifischer CD8+ 
T-Zellen etabliert (Neudorfer et al., 2007; Mani et al., 2014; Odendahl et al., 2014; Beloki 
et al., 2015; Freimüller et al., 2015) und im Rahmen von zellulären Immuntherapien 
erfolgreich vom Labor in die Klinik translatiert (Schmitt et al., 2011). 
Zunächst erfolgte die immunmagnetische Isolation CD14+ Monozyten und CD8+ T-Zellen 
aus einem „buffy-coat“ eines gesunden HLA-A*02:01+ Spenders (siehe Kapitel 2.2.5). 
Nach zweimaliger Fast-MoDC-vermittelter Stimulation der CD8+ T-Lymphozyten gegen 
die AML-assoziierten Peptide WT1126, PR1169, NPM1283,mut A/D und Survivin95 (siehe Kapitel 
2.2.10) erfolgte eine Streptamer-basierte Anreicherung der jeweiligen Peptid-spezifischen 
CD8+ T-Zellen (siehe Kapitel 2.2.12.2). Der prozentuale Anteil der mittels Streptamer-
Technologie angereicherten AML-Peptid-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten wurde nach 
Streptamer-Färbung im Durchflusszytometer bestimmt (siehe Kapitel 2.2.12.1).  
Nach zweiwöchiger Stimulation wurde eine Frequenz von 0,08 % WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zellen gemessen (Abbildung 17A). Die Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+  
T-Zellen mittels Streptamer-Technologie führte zu einer Frequenzerhöhung auf 18,5 % 
(Abbildung 17B). Die Zahl an WT1126-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten war mit 6 x 103 
Zellen jedoch zu gering für eine phänotypische Charakterisierung der Zellen oder 
Funktionalitätstests. Eine Anreicherung PR1169-, NPM1283,mut A/D- bzw. Survivin95- 







Abbildung 17: Streptamer-basierte Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen. 
Mittels immunmagnetischer Isolation wurden CD8+ T-Zellen aus einem „buffy-coat“ isoliert. Nach 
zweimaliger Stimulation der CD8+ T-Lymphozyten mit WT1126-beladenen Fast-MoDCs in vitro 
erfolgte eine Streptamer-basierte Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen. Die Reinheit 
der angereicherten Zellen wurde anschließend im Durchflusszytometer gemessen. Die Frequenzen 
der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen sind vor (A) und nach Anreicherung (B) dargestellt. 
 
Durch Anreicherung AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen aus einem „buffy-coat“ 
konnten nur geringe Zellzahlen erzielt werden. Aus diesem Grund erfolgte die 
immunmagnetische Isolation der für die Stimulation eingesetzten CD8+ T-Zellen (siehe 
Kapitel 2.2.5.2) sowie der CD14+ Monozyten (siehe Kapitel 2.2.5.1) für die Generierung 
maturer Fast-MoDCs im Rahmen der nachstehenden Experimente aus Leukapheresaten 
(siehe Kapitel 2.2.7). Die isolierten CD8+ T-Zellen wurden während der MoDC-
Maturierung für drei Tage mit bestrahlten, AML-Peptid-beladenen T2-Zellen stimuliert. Es 
folgte eine zweimalige Stimulation der T-Zellen mit AML-Peptid-beladenen autologen 
Fast-MoDCs über einen Zeitraum von zwei Wochen (siehe Kapitel 2.2.10). Daraufhin 
erfolgte eine Streptamer-basierte Anreicherung der jeweiligen AML-Peptid-spezifischen 
CD8+ T-Zellen aus den stimulierten T-Zell-Kulturen (siehe Kapitel 2.2.12.2). Die Reinheit 
der auf diese Weise angereicherten AML-Peptid-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten 
wurde mittels Streptamer-Färbung im Durchflusszytometer bestimmt (siehe Kapitel 
2.2.12.1). 
Im Anschluss an die zweiwöchige in vitro-Stimulation erfolgte die Detektion von 0,44 % 
WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen in der WT1126-stimulierten T-Zell-Kultur von 
Spender 1. Diese Ausgangsfrequenz wurde mithilfe der Streptamer-Methode auf 32,5 % 
WT1126-spezifische CD8+ T-Lymphozyten erhöht (Abbildung 18A). Die NPM1283,mut A/D-





(Abbildung 18B). Für die PR1169- und Survivin95-spezifischen CD8+ T-Zellen ergaben sich 
dagegen Reinheiten von ≤10 % (Abbildung 18C und D). 
 
 
Abbildung 18: Streptamer-basierte Anreicherung AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen 
von Spender 1. 
Es erfolgte eine immunmagnetische Isolation von CD8+ T-Zellen aus einem Leukapheresat, welche 
zunächst für drei Tage mit bestrahlten und WT1126-, NPM1283,mut A/D, Survivin95- bzw. PR1169-
beladenen T2-Zellen inkubiert wurden. Im Anschluss wurden die CD8+ T-Lymphozyten zweimalig 
mit WT1126-, NPM1283,mut A/D, PR1169- bzw. Survivin95-beladenen Fast-MoDCs in vitro stimuliert. 
Nachfolgend wurden die Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen mittels Streptamer-basierter 
Anreicherung gewonnen und ihre Reinheit im Durchflusszytometer analysiert. Die Frequenzen der 
WT1126- (A), NPM1mut A/D- (B), PR1169- (C) und Survivin95-spezifischen CD8+ T-Zellen (D) innerhalb 
der CD3+ lebenden Lymphozyten sind vor sowie nach Anreicherung dargestellt. 
 
Für Spender 2 wurde nach zweiwöchiger Stimulation eine Frequenz von 0,08 % WT1126-
spezifischen CD8+ T-Zellen nachgewiesen. Diese konnte im Rahmen der Streptamer-
basierten Anreicherung auf 42,4 % erhöht werden (Abbildung 19A). Für die 
NPM1283,mut A/D- und Survivin95-spezifischen T-Lymphozyten wurden Reinheiten von 30,5 
bzw. 21 % erzielt (Abbildung 19B und D). Die Reinheit der PR1169-spezifischen CD8+  







Abbildung 19: Streptamer-basierte Anreicherung AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen 
von Spender 2. 
Die CD8+ T-Lymphozyten wurden mittels immunmagnetischer Isolation aus einem Leukapheresat 
von Spender 2 gewonnen. Zunächst erfolgte eine Inkubation der CD8+ T-Zellen mit bestrahlten und 
WT1126-, NPM1283,mut A/D, Survivin95- bzw. PR1169-beladenen T2-Zellen für drei Tage. Daraufhin 
wurden die CD8+ T-Zellen zweimalig mit WT1126-, NPM1283,mut A/D, PR1169- bzw. Survivin95-
beladenen Fast-MoDCs in vitro stimuliert und die Peptid-spezifischen CD8+ T-Zellen mithilfe der 
Streptamer-Technologie angereichert. Die Reinheits-Messung der angereicherten Zellen erfolgte 
im Durchflusszytometer. Es sind die Frequenzen WT1126- (A), NPM1283,mut A/D- (B), PR1169- (C) und 
Survivin95-spezifischer CD8+ T-Zellen (D) vor sowie nach Anreicherung dargestellt. 
 
Die gewonnenen Daten zeigen, dass eine Streptamer-basierte Anreicherung AML-Peptid-
spezifischer CD8+ T-Lymphozyten möglich ist. Aufgrund der geringen 
Ausgangsfrequenzen der anzureichernden Zellpopulationen im peripheren Blut erwies 
sich ein Leukapheresat als Ausgangsmaterial für die Streptamer-basierte Anreicherung 
AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen als geeigneter. Somit konnten für alle 
untersuchten AML-assoziierten Peptide spezifische CD8+ T-Zellen aus den 
Leukapheresaten gewonnen werden. Dabei erzielte die Anreicherung WT1126-spezifischer 
CD8+ T-Lymphozyten deutlich höhere Reinheiten als die Anreicherung PR1169-, 
NPM1283,mut A/D- und Survivin95-spezifischer CD8+ T-Zellen. Somit wurde WT1126 nach den 
Erfahrungen der vorhergehenden Experimente als das bisher vielversprechendste der 






3.6 Streptamer-basierte Anreicherung und Charakterisierung 
WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen 
In den vorangegangenen Experimenten zeigte sich, dass von den untersuchten AML-
assoziierten Peptiden WT1126, PR1169, NPM1283,mut A/D und Survivin95 die Streptamer-
basierte Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen am erfolgreichsten war (siehe 
Kapitel 3.5). Ausgehend von diesen Erkenntnissen erfolgte in weiteren Untersuchungen 
eine vergleichende Charakterisierung der nach ein- bzw. zweimaliger Stimulation 
angereicherten WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen hinsichtlich Phänotyp und funktioneller 
Eigenschaften. 
 
3.6.1 Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen 
Zunächst wurden CD8+ T-Zellen (siehe Kapitel 2.2.5.2) und CD14+ Monozyten (siehe 
Kapitel 2.2.5.1) immunmagnetisch aus Leukapheresaten gesunder HLA-A*02:01+ 
Spender isoliert. Während der MoDC-Maturierung erfolgte eine dreitägige Stimulation der 
CD8+ T-Zellen mit bestrahlten und WT1126-beladenen T2-Zellen. Anschließend wurden die 
T-Zellen zweimal mit WT1126-beladenen autologen Fast-MoDCs über einen Zeitraum von 
zwei Wochen stimuliert (siehe Kapitel 2.2.10). Nach ein bzw. zwei Stimulationen erfolgte 
eine Streptamer-basierte Anreicherung der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen (siehe 
Kapitel 2.2.12.2). Die Reinheit der angereicherten T-Zellen wurde mittels Streptamer-
Färbung im Durchflusszytometer bestimmt (siehe Kapitel 2.2.12.1). 
Für Spender 1 wurde nach einmaliger Stimulation mit WT1126-beladenen Fast-MoDCs 
eine Ausgangsfrequenz von 0,08 % WT1126-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten 
gemessen. Nach Anreicherung mithilfe der Streptamer-Methode erfolgte eine Erhöhung 
der Frequenz auf 43,8 % (Abbildung 20A). Dabei konnten aus 1 x 109 Ausgangszellen 
2,6 x 105 WT1126-spezifische CD8+ T-Zellen isoliert werden. Nach der zweiten Stimulation 
wurde eine Ausgangsfrequenz von 0,07 % detektiert. Die anschließend aus 3 x 109 Zellen 
mittels Streptamer-basierter Anreicherung gewonnenen 2,7 x 106 WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zellen wiesen eine Reinheit von 65,2 % auf (Abbildung 20A). 
Für Spender 2 wurden nach einer Woche in vitro-Stimulation 0,07 % WT1126-spezifische 
CD8+ T-Zellen detektiert. Im Rahmen der Streptamer-basierten Anreicherung wurden aus 
5,3 x 109 Ausgangszellen 7,5 x 105 WT1126-spezifische CD8+ T-Zellen mit einer Reinheit 
von 11,5 % gewonnen (Abbildung 20B). Nach zweiwöchiger Stimulation hatte sich die 





Anreicherung aus 2,3 x 109 Zellen in einer Reinheit von 40,1 % sowie einer Zellzahl von 
1,4 x 106 (Abbildung 20B).  
Die Frequenz WT1126-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten von Spender 3 betrug nach 
einwöchiger Stimulation 0,04 %. Die Reinheit der aus 3 x 109 angereicherten 4,1 x 105 
WT1126-spezifischen T-Zellen betrug 39,2 % (Abbildung 20C). Nach der zweiten Fast-
MoDC-Stimulation konnte eine Frequenz von 0,38 % WT1126-spezifischen T-Zellen 
gemessen werden. Die daraufhin aus 4 x 109 gewonnenen 4 x 106 WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zellen wiesen eine Reinheit von 83,3 % auf (Abbildung 20C). 
Die Daten zeigen, dass für die drei untersuchten Spender bereits nach einmaliger 
Stimulation eine durchschnittliche Anreicherung der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen 
auf 31,5 % erzielt werden konnte. Nach zweimaliger Stimulation gelang hingegen eine 
Anreicherung von durchschnittlich 62,9 %. Dementsprechend war die Zellzahl der 
angereicherten WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen nach zweiwöchiger Stimulation 







Abbildung 20: Streptamer-basierte Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen nach 
ein- bzw. zweimaliger Stimulation mit WT1126-beladenen Fast-MoDCs. 
Nach immunmagnetischer Isolation CD8+ T-Lymphozyten aus Leukapheresaten wurden die  
T-Zellen zunächst für drei Tage mit bestrahlten und WT1126-beladenen T2-Zellen in vitro stimuliert. 
Daraufhin erfolgte sowohl nach der ersten (7 d) als auch nach der zweiten Stimulation (14 d) mit 
WT1126-beladenen Fast-MoDCs eine Streptamer-basierte Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+ 
T-Zellen. Die Reinheit der angereicherten Zellen wurde im Durchflusszytometer bestimmt. Die 
Frequenzen der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen nach ein- (1x) bzw. zweimaliger (2x) 







3.6.2 Phänotypische Charakterisierung der angereicherten WT1126-
spezifischen CD8+ T-Lymphozyten 
CD8+ T-Zellen werden anhand phänotypischer und funktioneller Eigenschaften in 
verschiedene Differenzierungsstadien eingeteilt. Diese sind über die Expression der 
Oberflächenmarker CD45RA und CCR7 definiert. Dementsprechend können T-Zellen in 
TNaiv (CD45RA+ CCR7+), TCM (CD45RA- CCR7+), TEM (CD45RA- CCR7-) sowie TEMRA 
(CD45RA+ CCR7-) unterteilt werden (Sallusto et al., 1999; Sallusto et al., 2004). Die 
kostimulatorischen Moleküle CD27 und CD28 werden für eine weitere 
Subcharakterisierung in geringer (CD27+ CD28+; CD27+ CD28-; CD27- CD28+) und stärker 
differenzierte T-Zellen (CD27- CD28-) herangezogen (Romero et al., 2007; Koch et al., 
2008). 
Die Charakterisierung der mittels Streptamer-Technologie isolierten WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Lymphozyten erfolgte im Durchflusszytometer (siehe Kapitel 2.2.6.1). Die von 
Spender 1 nach der ersten Stimulation mit Fast-MoDCs angereicherten WT1126-
spezifischen CD8+ T-Lymphozyten zeigten zum Großteil den Phänotyp von TEM (CD45RA- 
CCR7-; Abbildung 21A). Des Weiteren waren 23 % der Zellen positiv für CCR7 und 
zählen somit zu den TCM. Die aus den einmalig stimulierten CD8+ T-Zellen angereicherten 
WT1126-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten von Spender 2 und 3 wiesen dagegen 
einheitlich einen TEM-Phänotyp auf (Abbildung 21B und C). Bei einer weiteren 
Subcharakterisierung anhand der Expression von CD27 und CD28 zeigten sich die 
angereicherten T-Zellen aller drei Spender überwiegend positiv für beide Marker 
(Abbildung 21) und waren somit noch nicht ausdifferenziert. Nach der zweiten Stimulation 
lag ebenfalls vorwiegend ein TEM-Phänotyp vor. Jedoch konnte im Vergleich zu den 
einmalig stimulierten T-Zellen eine deutliche Abnahme der Expression von CD28 
festgestellt werden. Ein vom jeweiligen Spender abhängiger Anteil der angereicherten 
WT1126-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten zeigte zudem eine Abnahme der CD27-
Expression und war damit bereits mehr differenziert als die CD27+ CD28+ und CD27+ 







Abbildung 21: Phänotypische Charakterisierung der angereicherten WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zellen anhand der Expression von CD45RA, CCR7, CD27 und CD28. 
Es erfolgte eine Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen mittels Streptamer-Technologie 
nach erster (1x) bzw. zweiter (2x) in vitro-Stimulation mit WT1126-beladenen Fast-MoDCs. Die 
Zellen wurden anschließend mit anti-CD45RA-, anti-CCR7- anti-CD27- und anti-CD28-Antikörpern 
gefärbt und die Expression der entsprechenden Moleküle auf der Zelloberfläche im 
Durchflusszytometer analysiert. Abgebildet sind die Prozentzahlen der CD45RA-, CCR7-, CD27- 
bzw. CD28-positiven oder -negativen WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen der Spender 1 (A), 






3.6.3 Funktionelle Charakterisierung der angereicherten WT1126-
spezifischen CD8+ T-Zellen 
Das zytotoxische Potenzial der angereicherten Zellpopulationen ist essenziell für die 
effektive Elimination von Tumoren und somit für eine mögliche therapeutische 
Anwendung. Aus diesem Grund wurde die zytotoxische Aktivität der Streptamer-isolierten 
WT1126-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten im Rahmen eines Chrom-Freisetzungstests 
überprüft (siehe Kapitel 2.2.17). Dazu erfolgte eine vierstündige Kokultur der 
angereicherten WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen mit WT1126-beladenen, Chrom-
markierten T2-Zellen im Verhältnis 10:1. Die Kokultur mit HIV pol908-beladenen, Chrom-
markierten T2-Zellen diente als Kontrolle. Im Anschluss wurde das durch spezifische Lyse 
aus den Zielzellen freigesetzte Chrom gemessen. 
Die in Abbildung 22 dargestellten Ergebnisse zeigen für alle drei untersuchten Spender 
eine effiziente Lyse von WT1126-beladenen T2-Zellen durch die angereicherten WT1126-
spezifischen CD8+ T-Zellen. Dagegen führte eine Kultivierung der WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zellen mit HIV pol908-beladenen T2-Zellen zu keiner detektierbaren Lyse. Bereits 
nach einmaliger Stimulation zeigte sich mit durchschnittlich 67 % (im Bereich von 45 bis 
91 %) ein ausgeprägtes zytotoxisches Potenzial der angereicherten Zellen. Dieses konnte 
durch die zweite Stimulation sogar auf eine durchschnittliche spezifische Lyse der WT1126-
beladenen T2-Zellen von 80 % (im Bereich von 67 bis 95 %) gesteigert werden. 
Die gewonnenen Ergebnisse bestätigen, dass es mithilfe der Streptamer-Technologie 
möglich ist, funktionelle Zellen zu isolieren. Weiterhin konnte die Spezifität der 
angereicherten CD8+ T-Zellen für das Peptid WT1126 nachgewiesen werden. Zudem 
zeigte sich eine Korrelation zwischen der Reinheit der isolierten Zellen und dem 
prozentualen Anteil der spezifischen Lyse von Zielzellen. Somit wurde nach zweimaliger 








Abbildung 22: Zytotoxische Aktivität der mittels Streptamer-Technologie angereicherten 
WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen. 
Die ein- (1x) bzw. zweimalig (2x) in vitro-stimulierten und mittels Streptamer-Technologie 
angereicherten WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen (3 x 104) wurden für 4 h mit 3 x 103 HIV pol908- 
bzw. WT1126-beladenen, 51Cr-markierten T2-Zellen (HIV-P-T2 bzw. WT1-P-T2) inkubiert. 
Anschließend wurde das freigesetzte Chrom mit einem „β-counter“ gemessen und die spezifische 
Lyse berechnet. In der Abbildung sind die Mittelwerte der spezifischen Lyse aus 
Dreifachbestimmungen, die Standardabweichungen der Mittelwerte und die statistische Signifikanz 
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3.7 Generierung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone 
In den vorangegangen Experimenten zeigte sich, dass mithilfe der Streptamer-
Technologie funktionell aktive WT1126-spezifische CD8+ T-Zellen in hoher Reinheit 
angereichert werden konnten (siehe Kapitel 3.6). Damit sind beste Voraussetzungen für 
die Generierung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone gegeben. Die Vorteile von T-Zell-
Klonen als therapeutisches Mittel liegen in ihrer hohen Reinheit, der Generierung von 
Zellzahlen in therapeutischem Maßstab sowie der Verfügbarkeit über einen gewissen 
Zeitraum für mögliche Mehrfachapplikationen. Aus diesem Grund wurden die mittels 
Streptamer-Technologie angereicherten WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen in Anlehnung 
an die Arbeit von Skowera et al. klonal expandiert und WT1126-spezifische CD8+ T-Zell-
Klone generiert (siehe Kapitel 2.2.13; Skowera et al., 2008). 
 
3.7.1 Charakterisierung der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone 
Für die Generierung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone wurden die mit Fast-MoDCs 
in vitro-expandierten und mittels Streptamer-Technologie auf 83,3 % angereicherten 
WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen von Spender 3 nach Einzelzell-Sortierung klonal 
expandiert (siehe Kapitel 2.2.13). Von 480 Einzelzellen kam es bei 32 zur klonalen 
Proliferation, wodurch sogenannte T-Zell-Klone entstanden. Alle 32 gewachsenen Klone 
konnten im Rahmen einer Streptamer-Färbung mit einer durchschnittlichen Reinheit von 
96,8 % (im Bereich von 86,6 bis 99,7 %) als WT1126-spezifische CD8+ T-Zell-Klone 











Abbildung 23: Streptamer-basierte Analyse WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone. 
Die Reinheit der aus WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen generierten T-Zell-Klone wurde nach 
WT1126-spezifischer Streptamer-Färbung im Durchflusszytometer analysiert. Der prozentuale Anteil 
der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen ist dargestellt. 
 
Für weitere Untersuchungen wurden die Klone AG1, BA4 und CC7 aufgrund ihrer 
ausgeprägten Proliferation und hohen Reinheit (≥96,5 %) ausgewählt. Diese drei WT1126-
spezifischen CD8+ T-Zell-Klone wurden zunächst anhand der Expression von CD45RA, 
CCR7, CD27 und CD28 hinsichtlich ihres Phänotyps charakterisiert. Dies erfolgte drei 
Tage, eine Woche sowie zwei Wochen nach der Stimulation mit „feeder“-Zellen, um 
eventuelle Veränderungen des Phänotyps im zeitlichen Verlauf zu untersuchen. Dazu 
wurden die Klone an den definierten Zeitpunkten durchflusszytometrisch analysiert (siehe 
Kapitel 2.2.6.1) und die gewonnenen Daten anschließend anhand der bereits in Kapitel 
3.6.2 beschriebenen Differenzierungsstadien bewertet. 
Drei Tage nach Stimulation konnten innerhalb eines Klons zwei Populationen 
unterschieden werden (Abbildung 24A). Die Zellen der ersten Population definierten sich 
über den Phänotyp CD45RA+, CCR7+, CD27+ und CD28+. Da die WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zell-Klone bereits Antigen-erfahren waren, wurde ein naiver Phänotyp 
ausgeschlossen. Die zweite Population war durch einen TEMRA-Phänotyp (CD45RA+ 
CCR7-) gekennzeichnet. Eine Woche nach Stimulation zeigte sich eine Verschiebung der 
CD45RA+, CCR7+, CD27+ und CD28+ Population zu TCM-Zellen (CD45RA- CCR7+; 
Abbildung 24B). Die TEMRA-Population blieb hingegen bestehen. Nach zwei Wochen war 
nur noch eine TEMRA-Population nachweisbar (Abbildung 24C). Über den gesamten 
Zeitraum der Untersuchung wurde keine Expression von CD27 und CD28 gemessen, 






Abbildung 24: Phänotypische Charakterisierung der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone 
zu definierten Zeitpunkten nach Stimulation mit „feeder“-Zellen. 
Die WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone wurden drei (A), sieben (B) und 14 Tage (C) nach 
Stimulation mit „feeder“-Zellen mit anti-CD45RA-, anti-CCR7-, anti-CD27- und anti-CD28-
Antikörpern gefärbt. Die Expression der entsprechenden Moleküle auf der Zelloberfläche sowie die 
Reinheit der Klone wurden im Durchflusszytometer analysiert. Es sind der prozentuale Anteil der 
WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen sowie die MFI-Werte dargestellt. Abgebildet sind weiterhin die 
Prozentzahlen der CD45RA-, CCR7-, CD27- bzw. CD28-positiven oder -negativen WT1126-






In weiteren Experimenten wurden die Peptidspezifität sowie die Funktionalität der Klone 
überprüft. Dazu wurde untersucht, ob die WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone in der 
Lage sind, WT1126-beladene T2-Zellen zu lysieren. Die Messung der lytischen Aktivität 
erfolgte mithilfe eines Chrom-Freisetzungstests (siehe Kapitel 2.2.17). Dazu wurden die 
Klone jeweils mit WT1126-beladenen, 51Cr-markierten T2-Zellen im Verhältnis 10:1 für 4 h 
kultiviert. Als Kontrolle diente die Kokultur mit HIV pol908-beladenen, 51Cr-markierten T2-
Zellen. Die drei Klone zeigten mit einer durchschnittlichen spezifischen Lyse von 89 % (im 
Bereich von 81 bis 95 %) ein hohes Potenzial zur Elimination der WT1126-beladenen T2-
Zellen (Abbildung 25). Dagegen wurde in den Kontrollansätzen keine detektierbare Lyse 
nachgewiesen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die drei Klone spezifisch für das Peptid 
WT1126 sowie zu einer effizienten Lyse der Zielzellen in der Lage sind. 
 
 
Abbildung 25: Zytotoxische Aktivität der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone gegenüber 
WT1126-beladenen T2-Zellen. 
Die WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone wurden mit 3 x 103 HIV pol908- bzw. WT1126-beladenen, 
51Cr-markierten T2-Zellen (HIV-P-T2 bzw. WT1-P-T2) im Verhältnis 10:1 für 4 h inkubiert. Nach 
Messung des freigesetzten Chroms mithilfe eines „β-counters“ wurde die spezifische Lyse 
berechnet. In der Abbildung sind die Mittelwerte der spezifischen Lyse aus Dreifachbestimmungen, 






























Die als Avidität bezeichnete Bindungsstärke des TCR an seinen passenden Liganden hat 
einen wesentlichen Einfluss auf die Funktionalität der T-Zelle. So sollen hoch-avide  
T-Zellen zu erhöhten Effektorfunktionen in der Lage sein und damit attraktive Kandidaten 
für eine adoptive Immuntherapie von Tumorpatienten (Nauerth et al., 2013a; Nauerth et 
al., 2013b; Weissbrich et al., 2013). Die Analyse der Antigen-spezifischen Avidität der 
TCRs der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone zu ihrem Liganden WT1126 erfolgte in 
einem Chrom-Freisetzungstest mit T2-Zellen (siehe Kapitel 2.2.17). Diese waren mit in 
Zehnerpotenzen absteigenden Konzentrationen an WT1126 beladen (von 2.000 bis 
0 ng/ml). Die WT1126-beladenen T2-Zellen wurden mit radioaktivem Natriumchromat 
markiert und schließlich mit den WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klonen im Verhältnis 
1:10 für 4 h kokultiviert. 
Die in Abbildung 26 dargestellten Ergebnisse zeigen für die drei untersuchten Klone, dass 
es durch Kokultivierung mit T2-Zellen, beladen mit 20.000 ng WT1126, zu einer starken 
lytischen Aktivität von durchschnittlich 95 % (im Bereich von 93 bis 96 %) kommt. T2-
Zellen, beladen mit 2.000 ng und 200 ng WT1126, wurden mit durchschnittlich 92 % (im 
Bereich von 90 bis 93 %) bzw. 75 % (im Bereich von 71 bis 77 %) von den drei T-Zell-
Klonen ebenfalls sehr gut lysiert. Während sich die lytische Aktivität von AG1 im Vergleich 
zu den 96 % gegenüber mit 20 µg Peptid beladenen T2-Zellen nun mit 39 % gegenüber 
den mit 20 ng WT1126-beladenen Zielzellen um die Hälfte reduziert hatte, zeigten die 
Klone BA4 und CC7 mit jeweils 63 und 72 % spezifischer Lyse nur eine leichte 
Verringerung. Ab einer Peptidkonzentration von 2 ng konnte für den Klon AG1 keine 
lytische Aktivität mehr detektiert werden. BA4 und CC7 erreichten noch eine geringe 
spezifische Lyse von 3 bzw. 9 % der mit 2 ng beladenen T2-Zellen. Bei 
Peptidkonzentrationen unter 2 ng war auch bei diesen beiden Klonen keine zytotoxische 
Aktivität mehr messbar. Eine Kultivierung mit unbeladenen T2-Zellen (0 ng) führte bei 







Abbildung 26: Analyse der Antigen-spezifischen Avidität der WT1126-spezifischen CD8+ 
T-Zell-Klone gegenüber T2-Zellen beladen mit abnehmenden Konzentrationen an WT1126. 
Zunächst wurden T2-Zellen mit 51Cr markiert sowie mit absteigenden Konzentrationen an WT1126 
beladen. Diese wurden anschließend mit den WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klonen im 
Verhältnis 10:1 für 4 h inkubiert. Das freigesetzte Chrom wurde mit einem „β-counter“ gemessen. 
Anschließend wurde die spezifische Lyse berechnet. In der Abbildung sind die Mittelwerte der 
spezifischen Lyse aus Dreifachbestimmungen und die Standardabweichungen der Mittelwerte 
dargestellt. 
 
Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass die WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone 
AG1, BA4 und CC7 eine hohe Avidität aufweisen. Dabei besitzen die TCRs der Klone 
BA4 und CC7 im Vergleich zu Klon AG1 eine leicht erhöhte Avidität. 
 
3.7.2 Zytotoxische Aktivität der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone 
gegenüber AML-Zellen 
In weiteren Experimenten wurde das zytotoxische Potenzial der WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zell-Klone gegenüber verschiedenen Tumorzellen evaluiert. Vor allem in Hinblick 
auf eine immuntherapeutische Anwendung ist es wichtig, dass die WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zell-Klone in der Lage sind, Tumorzelllinien und insbesondere von AML-Patienten 
























Dazu wurden die T-Zell-Klone zunächst mit der AML-Zelllinie SET-2 inkubiert. 
Entsprechend der durchflusszytometrischen Analyse (siehe Kapitel 2.2.6.3) zeichnet sich 
diese Linie durch eine ausgeprägte Expression von HLA-A*02:01 (100 %) auf der 
Zelloberfläche sowie intrazellulärem WT1 (93 %) aus (Abbildung 27). Daher war die AML-
Linie SET-2 für die nachfolgenden funktionellen Untersuchungen der WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zell-Klone geeignet.  
 
 
Abbildung 27: Analyse der Expression von HLA-A*02:01 und WT1 durch die AML-Zelllinie 
SET-2. 
Es erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der Expression von HLA-A*02:01 auf der 
Zelloberfläche von sowie des intrazellulären WT1-Proteins in SET-2-Zellen. Dargestellt sind die 
Isotypkontrolle (grauer Graph) und die mit anti-HLA-A*02:01- bzw. anti-WT1-Antikörpern gefärbten 
SET-2-Zellen (schwarz hinterlegter Graph). Außerdem sind der MFI-Wert und die Prozentzahl der 
HLA-A*02:01- bzw. WT1-exprimierenden Zellen unter Berücksichtigung der Isotypkontrolle gezeigt. 
 
Die zytotoxische Aktivität der T-Zell-Klone gegenüber den SET-2-Zellen wurde mithilfe 
eines Fluoreszenz-basierten Zytotoxizitätstests ermittelt (siehe Kapitel 2.2.18). Dazu 
erfolgte die sechsstündige Kokultur der Klone mit den SET-2-Zellen, welche zuvor mit 
dem Farbstoff eFluor® 670 gefärbt wurden, im Verhältnis 10:1. Als Kontrolle dienten 
eFluor® 670-markierte SET-2-Zellen, die in Anwesenheit frisch isolierter CD8+ T-Zellen 
kultiviert wurden. Die Gewinnung dieser T-Zellen erfolgte immunmagnetisch von 
Spender 3 (siehe Kapitel 2.2.5.2). Anschließend erfolgte die Bestimmung der Zellzahl der 
vitalen eFluor® 670-markierten SET-2-Zellen, welche in Gegenwart der T-Zell-Klone bzw. 
der frisch isolierten CD8+ T-Zellen kultiviert wurden. Der prozentuale Anteil der Lyse ergab 
sich aus der Differenz zwischen dem Anteil lebender SET-2-Zellen in Anwesenheit eines 
CD8+ T-Zell-Klons verglichen mit frisch isolierten CD8+ T-Zellen. Die aus der Kokultur der 
SET-2-Zellen mit frisch isolierten CD8+ T-Zellen gewonnenen Daten wurden als 





Klone eine durchschnittliche spezifische Lyse von 47 % (im Bereich von 38 bis 58 %) 
ermittelt werden (Abbildung 28). 
 
 
Abbildung 28: Zytotoxische Aktivität der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone gegenüber 
der AML-Zelllinie SET-2. 
Das zytotoxische Potenzial der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone gegenüber der AML-
Zelllinie SET-2 wurde im Rahmen eines Fluoreszenz-basierten Zytotoxizitätstests analysiert. Dazu 
wurden die Klone mit eFluor® 670-markierten SET-2-Zellen (2 x 104) im Verhältnis 10:1 für 6 h 
inkubiert. Anschließend erfolgte die Bestimmung der lebenden eFluor® 670-positiven SET-2-Zellen 
im Durchflusszytometer. Die spezifische Lyse wurde als Differenz aus dem Verhältnis lebender 
SET-2-Zellen in Anwesenheit CD8+ T-Zell-Klone im Vergleich zu frisch isolierten CD8+ T-Zellen 
berechnet. Die Daten der mit frisch isolierten T-Zellen kultivierten SET-2-Zellen wurden als 
Bezugspunkt von 0 % Lyse definiert. In der Abbildung sind die Mittelwerte der spezifischen Lyse 
aus Dreifachbestimmungen und die Standardabweichungen der Mittelwerte dargestellt. 
 
In weiteren Experimenten wurde die zytotoxische Aktivität der T-Zell-Klone gegenüber 
primären Blasten von AML-Patienten ermittelt. Das periphere Blut der sechs untersuchten 
Patienten besaß einen im Rahmen von Routineuntersuchungen durch die Mitarbeiter der 
Medizinischen Klinik I des Universitätsklinikums Carl Gustav Carus Dresden ermittelten 
Blastenanteil von durchschnittlich 76 % (im Bereich von 68 bis 96 %). Zudem erfolgte eine 
durchflusszytometrische Analyse der HLA-A*02:01- und WT1-Expression (siehe Kapitel 
2.2.6.3). Wie in Abbildung 29 dargestellt, ergab sich dabei eine HLA-A*02:01-Expression 
zwischen 90 und 100 % (Durchschnitt 96 %). Die Expression des WT1-Proteins in den 






























Abbildung 29: Analyse der Expression von HLA-A*02:01 und WT1 durch primäre Blasten 
von AML-Patienten. 
Die Expression von HLA-A*02:01 auf der Zelloberfläche von sowie des intrazellulären WT1-
Proteins in AML-Blasten wurde durchflusszytometrisch ermittelt. Die Isotypkontrolle (grauer Graph) 
und die mit anti-HLA-A*02:01- bzw. anti-WT1-Antikörpern gefärbten Blastenproben (schwarz 
hinterlegter Graph) von AML-Patient 1 bis 5 (AML1-5) sind abgebildet. Weiterhin sind der MFI-Wert 
und die Prozentzahl der HLA-A*02:01- bzw. WT1-exprimierenden Zellen unter Berücksichtigung 
der Isotypkontrolle gezeigt. 
 
Das lytische Potenzial der T-Zell-Klone gegenüber den AML-Blasten wurde mithilfe eines 
Fluoreszenz-basierten Zytotoxizitätstests bestimmt (siehe Kapitel 2.2.18). Dazu erfolgte 
die Kultivierung der Klone mit eFluor® 670-gefärbten Blasten im Verhältnis 10:1 für 24 h. 
In einem Kontrollansatz wurden die eFluor® 670-markierten Blasten mit frisch isolierten 
CD8+ T-Zellen von Spender 3 kokultiviert. Im Anschluss erfolgte die 
durchflusszytometrische Bestimmung der Zellzahl der lebenden eFluor® 670-markierten 
Blasten, welche in Gegenwart der T-Zell-Klone bzw. frisch isolierter CD8+ T-Zellen 
kultiviert wurden. Die spezifische Lyse wurde aus der Differenz zwischen dem Anteil 
lebender Blasten in Anwesenheit eines CD8+ T-Zell-Klons und dem Anteil bei Kokultur mit 
frisch isolierten CD8+ T-Zellen berechnet. Die Daten der mit frisch isolierten CD8+ T-Zellen 
kultivierten Blasten wurden als Bezugspunkt von 0 % Lyse festgelegt. Die Ergebnisse 
zeigen, dass alle drei Klone zu einer effektiven Lyse von AML-Blasten in der Lage waren 
(Abbildung 30). Die Stärke der spezifischen Lyse war jedoch abhängig von der AML-
Probe. So konnten die Blasten der Patienten eins bis drei von den drei Klonen zu 28,4 bis 
38,5 % (Durchschnitt 28,8 %) lysiert werden. Dagegen lag die lytische Aktivität gegenüber 
den AML-Proben vier und fünf bei durchschnittlichen 6,5 % (im Bereich von 0,4 bis 
12,1 %). 
Zusammenfassend zeigen die gewonnenen Resultate eine effektive Lyse der primären 
Blasten von AML-Patient eins bis drei. Dagegen konnte gegenüber den AML-Blasten der 
Patienten vier und fünf nur eine geringe lytische Aktivität nachgewiesen werden. Somit ist 








Abbildung 30: Zytotoxische Aktivität der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone gegenüber 
Blasten von AML-Patienten. 
Das zytotoxische Potenzial der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone gegenüber AML-Blasten 
wurde im Rahmen eines Fluoreszenz-basierten Zytotoxizitätstests analysiert. Dazu wurden die 
Klone AG1 (A), BA4 (B) und CC7 (C) im Verhältnis 10:1 mit eFluor® 670-markierten primären 
Blasten für 24 h inkubiert. Anschließend erfolgte die Bestimmung der lebenden eFluor® 670-
positiven Blasten im Durchflusszytometer. Die Berechnung der spezifischen Lyse erfolgte als 
Differenz aus dem Anteil lebender AML-Blasten in Anwesenheit CD8+ T-Zell-Klone bzw. frisch 
isolierter CD8+ T-Zellen. Die aus Kokultur der AML-Blasten mit frisch isolierten T-Zellen 
gewonnenen Daten wurden als Bezugspunkt von 0 % Lyse festgelegt. In der Abbildung sind die 
































































4.1 Therapieoptionen für AML – zwischen GvHD und GvL 
Die allogene SZT ist eine vielversprechende Methode zur Behandlung von Patienten mit 
AML (Copelan, 2006; Litzow et al., 2010; Arpinati und Curti, 2014). Jedoch birgt diese 
Form der Therapie das Risiko für die Entwicklung einer akuten oder chronischen GvHD. 
Diese schwerwiegenden Komplikationen tragen wesentlich zur Mortalität der betroffenen 
AML-Patienten bei (Copelan, 2006; Arpinati und Curti, 2014). Um das Risiko einer GvHD 
zu verringern, wurden die für das Krankheitsbild verantwortlichen alloreaktiven  
T-Lymphozyten des SZ-Spenders vor Applikation aus dem Transplantat entfernt. Dadurch 
konnte zwar das Risiko für die Entwicklung einer GvHD erfolgreich minimiert werden, 
jedoch stieg damit die Wahrscheinlichkeit eines Leukämie-Rezidivs (Baron und Beguin, 
2002). Dies beruht darauf, dass neben den alloreaktiven T-Lymphozyten auch diejenigen 
T-Zellen aus dem Transplantat entfernt wurden, die den erwünschten GvL-Effekt 
vermitteln. Infolgedessen hat sich die Gabe einer DLI zum Zeitpunkt einer MRD nach 
Transplantation CD34+ selektionierter SZ etabliert (Pasquini et al., 2012). Die DLI wurde 
insbesondere als Form einer Immuntherapie für AML-Patienten mit Rezidiv nach 
allogener SZT entwickelt, um deren T-Zell-Immunität wiederherzustellen (Schmid et al., 
2007, Schmid et al., 2012). Restliche Leukämiezellen sollen dabei durch die alloreaktiven 
T-Lymphozyten eliminiert werden und den GvL-Effekt verstärken (Kolb et al., 2004; 
Barrett und Le Blanc, 2010). Allerdings profitiert nicht jeder Patient, vor allem mit schnell 
proliferierenden AML-Zellen, von den Vorteilen einer DLI (Schmid et al., 2007; Kolb, 2008; 
Soiffer, 2008; Steger et al., 2014). Zudem ist die Gabe unmanipulierter 
Spenderlymphozyten durch den beträchtlichen Anteil alloreaktiver T-Zellen wiederum mit 
einem hohen Risiko für die Entwicklung einer akuten GvHD assoziiert (Schmid et al., 
2007; Kolb, 2008; Arpinati und Curti, 2014). Aus diesem Grund ist die Etablierung neuer 
Strategien zur Selektion bzw. Anreicherung AML-spezifischer CD8+ T-Zellen von großer 
Bedeutung. Das wesentliche Ziel besteht dabei in der Verstärkung des GvL-Effektes und 
der Reduktion des Risikos für die Entwicklung einer GvHD (Arpinati und Curti, 2014; 
Rambaldi et al., 2015). 
Die klinische Wirksamkeit einer T-Zell-basierten Immuntherapie ist voraussichtlich zum 
Zeitpunkt einer MRD am effektivsten. In dieser Phase sind die immunsupprimierenden 
Effekte der AML aufgrund der geringen Leukämielast reduziert und die T-Zellen auf eine 
möglichst effiziente Elimination der MRD gerichtet. Im Vergleich zur Chemotherapie 





erreichen und somit die Zellen, welche für ein Rezidiv der Leukämie verantwortlich sind, 
zu eliminieren (Lichtenegger et al., 2013). 
Ein vielversprechendes Konzept, den GvL-Effekt zu verstärken ohne eine GvHD zu 
induzieren, besteht in der selektiven Anreicherung AML-spezifischer CD8+ CTLs. Ihre 
spezifischen immunologischen Eigenschaften, wie die Sekretion des 
proinflammatorischen Zytokins IFN-γ sowie ihr ausgeprägtes zytotoxisches Potenzial, 
machen CD8+ T-Zellen zu attraktiven Kandidaten für immuntherapeutische Ansätze zur 
Behandlung von AML. 
 
4.2 Die Streptamer-Technologie – Möglichkeiten und Grenzen 
in der Anreicherung Virus- bzw. Tumor-spezifischer CD8+  
T-Zellen 
Die innovative Streptamer-Methode basiert auf der Multimer-Technologie und erlaubt die 
Identifikation sowie Aufreinigung Antigen-spezifischer CD8+ T-Zellen unabhängig von 
deren Differenzierungsstadium oder funktionellem Status (Knabel et al., 2002; Neudorfer 
et al., 2007). Im Gegensatz zu anderen MHC-Multimeren, wie Tetrameren oder 
Pentameren, können MHC-Streptamere durch die Zugabe von Biotin leicht wieder von 
den T-Zellen gelöst werden. Das komplette Ablösen der MHC-Streptamere von der T-Zell-
Oberfläche ist eine entscheidende Voraussetzung für die Isolation von minimal 
manipulierten und funktionell unveränderten T-Zellen für die klinische Anwendung 
(Odendahl et al., 2014). 
Yao et al. verglichen die Frequenzen CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen nach Färbung mit 
Tetrameren, Pentameren und Streptameren. Dabei konnte die Gruppe zwischen den drei 
Multimer-Methoden keine signifikanten Unterschiede in Spezifität und Sensitivität 
feststellen (Yao et al., 2008). Auch Neudorfer et al. konnten bei der Visualisierung der 
Frequenzen CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen mit Tetrameren bzw. Streptameren keine 
Abweichungen nachweisen (Neudorfer et al., 2007). Dagegen zeigten Ciáurriz et al., dass 
die Korrelation zwischen Pentamer- und Streptamer-Färbung bei geringen Frequenzen 
von unter 1 % nachlässt (Ciáurriz et al., 2016). Pentamere scheinen in diesem 
Frequenzbereich demnach einen beträchtlichen Anteil unspezifischer CD8+ T-Zellen zu 
binden. Zudem haben die nicht reversiblen MHC-Multimere den Nachteil, zu einer 
signifikanten Veränderung des Phänotyps und der Funktionalität der markierten Zellen zu 





Stimulation der TCRs in Abwesenheit der normalerweise durch professionelle APCs 
präsentierten kostimulatorischen Moleküle. Die Überstimulation der Zellen hat die 
Induktion von Apoptose oder Toleranz in den betroffenen T-Zellen zur Folge (Whelan et 
al., 1999; Daniels and Jameson, 2000; Maile et al., 2001; O’Herrin et al., 2001; Neudorfer 
et al., 2007; Borchers et al., 2014). Im Gegensatz dazu verbleiben bei der Streptamer-
Methode keine Reagenzien auf der Zelloberfläche. Dadurch zeigen die auf diese Weise 
behandelten CTLs eine signifikant höhere lytische Aktivität sowie einen deutlichen 
Überlebensvorteil gegenüber Tetramer-behandelten Zellen (Neudorfer et al., 2007). 
Ferner ist das Risiko für mögliche toxische oder immunogene Nebenwirkungen durch 
Multimer-Komplexe auf der Zelloberfläche minimiert (Knabel et al., 2002). Aufgrund der 
Reversibilität der Streptamere steht die Methode im Einklang mit den GMP-Richtlinien. 
Zudem wurde Streptamer-aufgereinigten Zellen von den Einrichtungen Paul-Ehrlich-
Institut und Europäische Arzneimittel-Agentur der Status „minimally manipulated cellular 
product“ verliehen, welche nicht als „advanced-therapy medicinal product“ klassifiziert 
werden (Borchers et al., 2014; Odendahl et al., 2014). Dies erleichtert die klinische 
Anwendung der Streptamer-Technologie. 
Für den Einsatz der Streptamer-Technologie ist die Kenntnis immunogener T-Zell-Epitope 
eine grundlegende Voraussetzung (Odendahl et al., 2014). So wurden in den letzten 
Jahrzehnten mehr als 2.000 Tumorantigene aus über 15 verschiedenen Tumorentitäten 
erfasst (Lee und Jeoung, 2007). Basierend auf diesen Erkenntnissen kam es zu einer 
steigenden Anzahl an verfügbaren MHC-Streptameren für die Isolation von CTLs 
verschiedener Antigenspezifitäten. Dadurch erhöht sich wiederum der Anteil an Patienten, 
welche im Rahmen einer Immuntherapie mit Streptamer-angereicherten T-Zellen 
behandelt werden können. 
Die Streptamer-Technologie wurde bereits erfolgreich für die Anreicherung Virus-
spezifischer CD8+ T-Zellen etabliert. So gelang Odendahl et al. mithilfe der Streptamer-
Technologie die Anreicherung funktioneller CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen in hoher 
Reinheit aus Leukapheresaten gesunder Spender in klinischem Maßstab (Odendahl et al., 
2014). Zudem erfolgte bereits im Rahmen einer klinischen Studie der adoptive Transfer 
Streptamer-angereicherter CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen in Leukämie-Patienten, 
welche nach erfolgter SZT einen erneuten Anstieg der CMV-spezifischen Antigene im Blut 
zeigten. Der adoptive Transfer der angereicherten CMV-spezifischen CTLs führte zu einer 
anhaltenden Beseitigung der nachweisbaren Virusantigene. Somit konnte die toxische 
Therapie der Patienten mit anti-viralen Medikamenten eingestellt werden, ohne eine CMV-





Basierend auf dieser Grundlage wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunächst die 
Anreicherung CMV pp65495-spezifischer CD8+ T-Zellen direkt aus dem peripheren Blut 
von fünf HLA-A*02:01+ CMV+ Spendern etabliert. Dabei wurden erfolgreich CMV-
spezifische CD8+ T-Zellen in hoher Reinheit angereichert, welche in Gegenwart 
CMV pp65495-beladener T2-Zellen signifikante Mengen an IFN-γ sekretierten. Diese ersten 
Untersuchungen bestätigen die Eignung der Streptamer-Technologie für die Anreicherung 
funktionell aktiver Antigen-spezifischer CD8+ T-Zellen und stehen damit im Einklang mit 
den Studien von Wang et al., Odendahl et al. und Schmitt et al., welche ebenfalls in der 
Lage waren mithilfe der Streptamer-Technologie CMV-spezifische CD8+ T-Zellen 
anzureichern (Schmitt et al., 2011; Wang et al., 2013; Odendahl et al., 2014). Dabei 
erzielten sowohl Wang et al. als auch Schmitt et al. Reinheiten von >90 % (Schmitt et al., 
2011; Wang et al., 2013). Die Reinheiten der durch Odendahl et al. angereicherten CMV-
spezifischen CD8+ T-Zellen variierten hingegen in Abhängigkeit des Spenders zwischen 
17,7 und 99,5 % (Odendahl et al., 2014). Ähnliche Erfahrungen hinsichtlich Spender-
abhängiger Isolationserfolge berichteten auch Keenan et al. und Cobbold et al. unter 
Verwendung von Tetrameren für die Isolation CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen (Keenan et 
al., 2001; Cobbold et al., 2005). Freimüller et al. gelang die Streptamer-basierte 
Anreicherung Adenovirus- und Epstein-Barr-Virus-spezifischer CD8+ T-Zellen mit 
Reinheiten von 0,04-6,7 bzw. 0,08-44 % (Freimüller et al., 2015). Somit wurden für 
Adenovirus-spezifische T-Zellen generell schlechtere Ausbeuten erzielt. 
Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass der Erfolg einer Multimer-
basierten Anreicherung zum einen von den Eigenschaften des Antigens und zum anderen 
vom Spender abhängig ist. Es wurde jedoch kein Zusammenhang zwischen 
Ausgangsfrequenz und erzielter Ausbeute festgestellt (Odendahl et al., 2014; Freimüller 
et al., 2015). 
In Anlehnung an die vorausgehenden Studien wurde die Übertragbarkeit der direkten 
Isolation Virus-spezifischer CD8+ T-Zellen aus dem peripheren Blut auf die Selektion 
AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen evaluiert. In diesem Zusammenhang stellen die 
LAAs WT1, PR3, NPM1 und Survivin interessante Zielstrukturen für T-Zell-basierte 
immuntherapeutische Strategien dar. Sie sind durch ein onkogenes Potenzial 
gekennzeichnet und werden in 60 bis 90 % der AML-Patienten überexprimiert (Steger et 
al., 2008; Schmitt et al., 2009; Anguille et al., 2012). Vor allem WT1 zählt zu den am 
häufigsten exprimierten LAAs. Dabei ist ein erhöhtes Expressionslevel mit einer 
schlechten Prognose für die Patienten assoziiert (Inoue et al., 1994). Für die LAAs WT1, 
PR3, NPM1 und Survivin wurde bereits in vitro und in vivo im Rahmen von klinischen 





Schmitt et al., 2008; Rezvani et al., 2008; Anguille et al., 2012). Aufgrund der 
beschriebenen Eigenschaften wurden diese vier LAAs als geeignete Kandidaten für die 
Generierung Antigen-spezifischer CD8+ T-Zellen ausgewählt. 
Als erster Schritt erfolgte mithilfe der Streptamer-Färbung die Bestimmung der 
Frequenzen WT1126-, PR1169-, NPM1283,mut A/D- und Survivin95-spezifischer CD8+  
T-Lymphozyten im peripheren Blut von 10 gesunden HLA-A*02:01+ Spendern. 
Vergleichend dazu wurden die Frequenzen Virus-reaktiver CD8+ T-Zellen spezifisch für 
Infl-MPM112, CMV pp65495 und HIV pol908 untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass sich 
die Frequenzen Tumorpeptid-spezifischer CD8+ T-Zellen von denen Virus-spezifischer 
CD8+ T-Zellen im peripheren Blut stark unterscheiden. So wurden im Vergleich zu CMV- 
und Influenza-spezifischen T-Zellen nur sehr geringe bis nicht detektierbare Frequenzen 
AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen gemessen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 
dass CD8+ T-Lymphozyten mit Spezifität für die Peptide WT1126, PR1169, NPM1283,mut A/D 
und Survivin95 im Blut von gesunden Spendern nicht oder nur in sehr niedriger Frequenz 
vorhanden sind. Die gewonnenen Erkenntnisse wurden im Rahmen weiterer Analysen 
durch Matko et al. und Rücker-Braun et al. bestätigt. In den von Matko et al. 
durchgeführten Untersuchungen wurden die Frequenzen von WT1126-spezifischen CD8+ 
T-Zellen im Blut von 88 HLA-A*02:01+ gesunden Spendern mittels Streptamer-
Technologie evaluiert, ohne jedoch detektierbare Frequenzen zu messen (Matko et al., 
2014). Rücker-Braun et al. untersuchten 15 AML-Patienten hinsichtlich der Frequenzen 
WT1126-, PR1169-, NPM1283,mut A/D- und Survivin95-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten, 
konnten jedoch ebenfalls keine messbaren Frequenzen nachweisen (Rücker-Braun et al., 
2016). In diesem Zusammenhang haben Brooks et al. einen sogenannten pMHC-Array 
entwickelt. Dabei werden auf einem Objektträger an bis zu 1.000 Punkten verschiedene 
Peptid-MHC-Tetramere aufgetragen. Dies ermöglicht die simultane Detektion 
unterschiedlicher Antigen-spezifischer CD8+ T-Zell-Populationen im Blut von Patienten 
sowie gesunden Spendern. Auf diese Weise untersuchte die Gruppe 26 AML-Patienten 
auf das Vorhandensein von unter anderem WT1126-, PR1169- und Survivin95-spezifischen 
CD8+ T-Zellen. Lediglich in einem der 26 untersuchten AML-Patienten konnten WT1126-
spezifische CD8+ T-Lymphozyten nachgewiesen werden. Für PR1169- und Survivin95 
wurden keine T-Zellen detektiert (Brooks et al., 2015). Im Gegensatz dazu konnten Wang 
et al. WT1126-spezifische CD8+ T-Zellen mit Frequenzen von 0,08 bis 1,61 % in 40 
gesunden Spendern und 10 AML-Patienten detektieren (Wang et al., 2010). Allerdings 
unterscheidet sich die von der Gruppe verwendete „Gating“-Strategie deutlich von der 
anderer Studien. So wurden im Rahmen dieser Arbeit sowie den Analysen von Matko et 





Lebendfarbstoffes 7-AAD ausgegrenzt. Weiterhin wurden von den lebenden Lymphozyten 
nur die CD3+ Zellen zur Bestimmung der Streptamer-positiven Zellen betrachtet (Matko et 
al., 2014; Rücker-Braun et al., 2016). Wang et al. hingegen grenzten tote Zellen sowie 
Zelltrümmer lediglich durch eine eng gelegte Region um die anhand von FSC und SSC 
definierte Lymphozytenpopulation aus (Wang et al., 2010). Somit lässt sich die Messung 
erhöhter Frequenzen WT1126-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten durch Wang et al. 
möglicherweise auf unspezifische Bindungen der Streptamer-Moleküle an apoptotisches 
Zellmaterial zurückführen. 
Van Loenen et al. konnten einen Zusammenhang zwischen Ausgangsfrequenz und 
Reinheit Streptamer-angereicherter T-Zellen feststellen. So ist für eine effiziente 
Streptamer-basierte Anreicherung CD8+ T-Zellen mit definierter Spezifität eine höhere 
Frequenz im Ausgangsmaterial von Vorteil (van Loenen et al., 2014). Aus diesem Grund 
sowie in Hinblick auf die im Rahmen von Streptamer-Färbungen ermittelten Frequenzen 
AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten unterhalb des Detektionslimits ist eine 
erfolgreiche direkte Streptamer-basierte Isolation einer ausreichenden Anzahl solcher 
CD8+ T-Zellen aus dem peripheren Blut gesunder Spender, wie für Virus-spezifische  
T-Zellen gezeigt, sehr unwahrscheinlich. Eine interessante Alternative, Leukämie-
spezifische CD8+ T-Zellen zu generieren, dabei jedoch die Hürde der Streptamer-
basierten Anreicherung LAA-spezifischer CD8+ T-Zellen zu umgehen, wurde von van 
Loenen et al. entwickelt (van Loenen et al., 2014). Die Gruppe nutzte die Streptamer-
Technologie für die Anreicherung Virus-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten, welche 
anschließend mithilfe retroviraler Vektoren transduziert wurden. Diese kodierten für TCRs 
mit Spezifität für das Leukämie-spezifische mHAg HA-1. Eine weitere Möglichkeit, die 
Frequenz AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten signifikant zu erhöhen und somit 
die Ausgangsbedingungen für eine Streptamer-basierte Anreicherung zu verbessern, 
besteht in der in vitro-Expansion der CD8+ T-Zellen mithilfe von DCs. Durch Stimulation 
mit autologen MoDCs konnten Bornhäuser et al. im Rahmen einer klinischen Studie die 
geringen oder nicht detektierbaren Frequenzen WT1126- und PR1169-spezifischer CD8+  
T-Zellen deutlich erhöhen (Bornhäuser et al., 2011). Somit scheint dies eine geeignete 
Strategie, um die Ausgangsfrequenzen AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen im Vorfeld 






4.3 Fast-MoDCs – schneller, reifer, kompetenter 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass eine direkte Isolation AML-
spezifischer CD8+ T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut gesunder Spender aufgrund 
sehr niedriger bzw. nicht detektierbarer Frequenzen nicht so einfach möglich ist wie für 
Virus-spezifische CD8+ T-Zellen bereits beschrieben. DCs ist es als professionellen APCs 
möglich, naive T-Lymphozyten Antigen-spezifisch zu aktivieren. (Banchereau et al., 2000; 
Villadangos und Schnorrer, 2007; Sabatté et al., 2007; Steinman und Banchereau, 2007; 
Palucka und Banchereau, 2012) Voraussetzung für eine effektive Aktivierung ist die 
Ausreifung der DCs durch entsprechende Gefahrensignale in Form von PAMPs. Auf diese 
Weise kommt es zur verstärkten Ausprägung von MHC-, Adhäsions- und 
kostimulatorischen Molekülen. Aus diesem Grund erfolgte in weiteren Experimenten die 
Verwendung von DCs, um CD8+ T-Zellen Antigen-spezifisch zu stimulieren und somit zur 
klonalen Expansion anzuregen. Auf diese Weise können die Frequenzen AML-
spezifischer CD8+ T-Zellen innerhalb der heterogenen T-Zell-Population erhöht und damit 
die Voraussetzungen für eine Streptamer-basierte Anreicherung verbessert werden.  
DCs können in vitro von CD34+ Vorläuferzellen (Bernhard et al., 1995; Szabolcs et al., 
1995; Caux et al., 1996; Banchereau et al., 2001) oder CD14+ Monozyten (Sallusto und 
Lanzavecchia, 1994; Bender et al., 1996; Romani et al., 1996; Thurner et al., 1999) 
abgeleitet werden. Zudem ist auch eine direkte Isolation aus peripherem Blut (O’Doherty 
et al., 1993; Thomas et al., 1993; Thomas und Lipsky, 1994; Hsu et al., 1996) bzw. nach 
Mobilisierung der DCs in vivo mithilfe von Zytokinen, wie „granulocyte colony-stimulating 
factor“ (Arpinati et al., 2000; Pulendran et al., 2000) oder „Fms-related tyrosine kinase 3“-
Ligand (Maraskovsky et al., 2000), möglich. Im Bereich der in vitro-Forschung sowie im 
Rahmen klinischer Studien ist die Verwendung von Monozyten zur Generierung von DCs 
die vorherrschende Methode. Die Isolation von DCs und CD34+ Vorläuferzellen ist nicht in 
größeren Mengen und ohne erheblichen Aufwand möglich (Shortman und Liu, 2002; 
Engleman, 2003; Engleman und Fong, 2003; Figdor et al., 2004; O’Neill et al., 2004). So 
machen myeloide DCs weniger als 1 % der PBMCs aus (Hart, 1997; Fearnley et al., 1999; 
Figdor et al., 2004). CD34+ Vorläuferzellen können nur nach vorausgehender 
Mobilisierung aus dem Knochenmark oder aus Nabelschnurblut gewonnen werden 
(Bernhard et al., 1995; Caux et al., 1996; Banchereau et al., 2001).  
Eine weit verbreitete Methode für die Generierung von MoDCs basiert auf einem 
Zweischritt-Modell. Dabei folgt auf eine fünf- bis siebentägige Differenzierungsphase der 
Monozyten zu immaturen DCs unter Einwirkung der Zytokine GM-CSF und IL-4 eine zwei- 





IL-4 zur Differenzierung der Monozyten in DCs wurde erstmals 1994 von Sallusto und 
Lanzavecchia beschrieben und hat sich seitdem als Standardverfahren etabliert (Sallusto 
und Lanzavecchia, 1994; Bender et al., 1996; Romani et al., 1996; Thurner et al., 1999). 
Dabei dient GM-CSF als Wachstumsfaktor (Reid et al., 1992), während IL-4 die 
Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen unterdrückt (Jansen et al., 1989; Jonuleit 
et al., 1996). Für die Ausreifung der aus Monozyten differenzierten immaturen DCs gibt es 
verschiedene Ansätze. Gängige Standardmethode dafür ist ein Zytokincocktail bestehend 
aus TNF-α, IL-1β, PGE2 und IL-6 (Jonuleit et al., 1997; Babatz et al., 2003). Eine weitere 
Möglichkeit, die Maturierung der immaturen MoDCs zu induzieren, besteht in der Zugabe 
von LPS (Verhasselt et al., 1997; Snijders et al., 1998; Ardeshna et al., 2000). Randolph 
et al. beobachteten 1998, dass Monozyten in Kultur mit Endothel innerhalb von nur zwei 
Tagen zu DCs differenzierten (Randolph et al., 1998). Diese Entdeckung wies darauf hin, 
dass für die Generierung von DCs aus Monozyten eine deutlich kürzere Zeitspanne 
auszureichen scheint. So gelang Dauer et al. 2003 erstmals die Differenzierung und 
Ausreifung von Monozyten zu sogenannten Fast-MoDCs innerhalb eines zeitlichen 
Rahmens von nur 48 Stunden (Dauer et al., 2003). Dabei erfolgte die 
Differenzierungsphase unter Einwirkung von GM-CSF und IL-4 für 24 Stunden. Für die 
darauffolgende 24-stündige Maturierung wurde ein Zytokincocktail, bestehend aus TNF-α, 
IL-1β, PGE2 und IL-6, verwendet. Dabei stellten Dauer et al. fest, dass DCs unter 
Verwendung des Fast-Protokolls mit deutlich höherer Ausbeute und Reinheit gewonnen 
werden können (Dauer et al., 2005). Allerdings führt die Verwendung von PGE2 im 
Rahmen der Ausreifung zu einer insuffizienten Sekretion von IL-12 durch die DCs 
(Kaliński et al., 2001; Lee et al., 2002). So kam es zur Entwicklung veränderter Protokolle. 
Dauer et al. fanden heraus, dass die zusätzliche Aktivierung der Fast-MoDCs mit TLR4- 
und TLR7/8-Liganden zu einer erhöhten IL-12-Produktion führt (Dauer et al., 2008). 
Diesen DCs fehlte jedoch die Fähigkeit zur Migration. Die Anwesenheit von PGE2 
während TLR-Stimulation stellte die migratorische Kapazität der MoDCs vollständig 
wieder her (Boullart et al., 2008; Dauer et al., 2008). Einige Arbeitsgruppen verlängerten 
das von Dauer et al. etablierte Protokoll um einen Tag. So erfolgte die Differenzierung der 
Monozyten zu immaturen DCs innerhalb von zwei Tagen, woraufhin sich die 24-stündige 
Maturierung anschloss (Spranger et al., 2010; Beck et al., 2011; Lichtenegger et al., 
2012). Die Aktivierung der DCs geschah dabei über die TLR-Agonisten poly I:C für TLR3 
und R848 für TLR7/8. Somit wurde die Sekretion großer Mengen IL-12 durch die auf 
diese Weise ausgereiften Fast-MoDCs induziert.  
In dieser Arbeit wurde ein Protokoll zur Generierung von Fast-MoDCs in Anlehnung an 





2012). Hierbei erfolgte die Generierung von Fast-MoDCs innerhalb von drei Tagen und 
die Ausreifung wird durch TNF-α, IFN-γ, IL-1β, PGE2 sowie die TLR-Agonisten poly I:C 
und R848 induziert. Zunächst wurde die phänotypische Maturierung der Fast-MoDCs 
anhand der Expression des für Monozyten charakteristischen Markers CD14, der 
kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86, des Antigen-präsentierenden Moleküls 
HLA-DR sowie des Maturierungsmarkers CD83 durchflusszytometrisch analysiert. Die 
Analysen ergaben, dass ein großer Anteil der Fast-MoDCs die Marker CD83 und CD80 
exprimiert und die Zellen zudem eine hohe Dichte an HLA-DR und CD86 auf ihrer 
Oberfläche besitzen. Diese Ergebnisse bestätigen die von Dauer et al. und Jarnjak-
Jankovic et al. dokumentierten phänotypischen Eigenschaften von Fast-MoDCs (Dauer et 
al., 2003; Jarnjak-Jankovic et al., 2007). Weiterhin wurde in dieser Arbeit belegt, dass 
Fast-MoDCs die Kapazität besitzen, allogene CD4+ T-Zellen zu aktivieren und damit zur 
Proliferation anzuregen. Zudem zeigten Dauer et al., dass Fast-MoDCs ein ausgeprägtes 
Potenzial zur Induktion Antigen-spezifischer CD8+ T-Zell-Antworten besitzen. Die Gruppe 
konnte außerdem zeigen, dass mit Fast-MoDCs stimulierte CTLs zu einer effektiven Lyse 
entsprechender Zielzellen befähigt waren (Dauer et al., 2003). Das Zytokin IL-12 ist 
besonders wichtig für die TH1-Polarisierung CD4+ T-Zellen (Trinchieri, 2003). 
Untersuchungen der Fast-MoDCs hinsichtlich ihrer Fähigkeit IL-12 zu sekretieren 
ergaben, dass sie in der Lage waren große Mengen des immunmodulatorischen Zytokins 
zu produzieren. Dieses Ergebnis bestätigt die bereits oben erwähnte Erkenntnis, dass 
DCs neben Zytokinen die Stimulation von TLRs für die Sekretion von IL-12 benötigen 
(Napolitani et al., 2005; Spörri und Reis e Sousa, 2005; Boullart et al., 2008; Dauer et al., 
2008; Spranger et al., 2010; Lichtenegger et al., 2012). 
Basierend auf den genannten Eigenschaften kam es in den letzten Jahren sowohl im 
Rahmen von in vitro-Studien als auch beim Einsatz als Vakzine in klinischen Studien 
zunehmend zur Anwendung des Fast-Protokolls (Xu et al., 2003; Ramadan et al., 2004; 






4.4 Anreicherung Antigen-spezifischer CD8+ T-Zellen mittels 
Streptamer-Technologie 
4.4.1 Frequenzerhöhung Antigen-spezifischer CD8+ T-Zellen mithilfe von 
Fast-MoDCs 
Im Rahmen einer anti-tumoralen Immunantwort repräsentieren CTLs eine bedeutende 
Effektorzellpopulation. Durch die gezielte Freisetzung zytotoxischer Moleküle, wie 
Granzym und Perforin, sowie die Aktivierung von Todesrezeptoren über FasL, TRAIL oder 
TNF-α, bewirken aktivierte CTLs die Antigen-spezifischen Lyse von Tumorzellen (Siegel 
et al., 2000; Cullen und Martin, 2008; Yerbes et al., 2011; Sedger und McDermott, 2014; 
Voskoboinik et al., 2015). Daher ist die effiziente Stimulation TAA-spezifischer T-Zellen 
eine der wichtigsten Funktionen von DCs bei einer Tumor-gerichteten Immunreaktion (Ma 
et al., 2013). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fast-MoDCs als potente Antigen-spezifische 
Stimulatoren autologer CD8+ T-Lymphozyten in vitro eingesetzt. Dauer et al. konnten 
zeigen, dass die Peptid-spezifische Stimulation CD8+ T-Zellen mit TLR-stimulierten Fast-
MoDCs zu einer erhöhten Frequenz Streptamer-positiver CTLs sowie zu einer deutlich 
höheren IFN-γ-Produktion durch die stimulierten T-Zellen führt (Dauer et al., 2008). Eine 
Möglichkeit der Antigenbeladung von DCs für die Stimulation von T-Zellen besteht in der 
Aufnahme und Prozessierung von Proteinen sowie der Präsentation davon abgeleiteter 
Peptidmotive. Zudem können DCs mit tumoraler RNA transfiziert (Boczkowski et al., 
1996; Nair, 1998; Boczkowski et al., 2000; Mitchell und Nair, 2000) oder mit Protein-
kodierenden Genen mittels viraler Vektoren transduziert werden (Arthur et al., 1997). Die 
Aufnahme von Antigenen kann weiterhin aus apoptotischem Zellmaterial (Albert et al., 
1998a; Albert et al., 1998b) oder sekretierten Exosomen erfolgen (Zitvogel et al., 1998; 
Théry et al., 2001). Aufgrund der Praktikabilität wurden die HLA-A*02:01-Moleküle von 
Fast-MoDCs in dieser Arbeit extern mit entsprechenden AML-Peptiden beladen. Dabei 
sollten native Peptide aus den Bindungsgruben der MHC-Klasse I-Komplexe verdrängt 
bzw. leere MHC-Moleküle besetzt werden (Davis et al., 2003). Bereits 1999 zeigten 
Brossart et al., dass DCs, beladen mit synthetischen HLA-A*02:01-bindenden Peptiden, 
eine effektive MHC-abhängige Lyse von Zielzellen durch CTLs induzieren (Brossart et al., 
1999). 
Die Frequenzanalyse AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten nach zweimaliger 





die Messung IFN-γ-sezernierender Zellen (Herr et al., 1996; Schmittel et al., 2000). Diese 
Methode wird auch für das Monitoring TAA-spezifischer T-Zellen im Rahmen von 
klinischen Vakzinierungsstudien eingesetzt (Keilholz et al., 2002). Auf diese Weise wurde 
ein Anstieg der Frequenzen AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen nach Antigen-
spezifischer Stimulation verzeichnet. Die Frequenzen variierten dabei in Abhängigkeit von 
Spender und untersuchtem Peptid. Die tendenziell höchsten Frequenzen wurden dabei 
für WT1126-spezifische CD8+ T-Zellen gemessen. Zudem konnten WT1126-spezifische 
CD8+ T-Zellen bei sechs von 10 Spendern induziert werden. PR1169 und NPM1283,mut A/D-
spezifische CD8+ T-Zellen wurden dagegen nur in zwei von 10 und Survivin95-spezifische 
CD8+ T-Zellen in vier von 10 Spendern detektiert.  
Zusammenfassend führte die in vitro-Expansion von CD8+ T-Zellen mit Peptid-beladenen 
autologen Fast-MoDCs zu einer deutlichen Anreicherung AML-Peptid-spezifischer CD8+ 
T-Lymphozyten und einem damit verbundenen Anstieg der Frequenzen auf ein 
detektierbares Level. Somit sind die Voraussetzungen für die Anreicherung AML-Peptid-
spezifischer CD8+ T-Zellen mithilfe der Streptamer-Technologie erfüllt. 
 
4.4.2 Erfolgreiche Streptamer-basierte Anreicherung WT1126-spezifischer 
CD8+ T-Zellen nach zweimaliger in vitro-Stimulation 
Die Kombination von MHC-Peptid-Komplexen und magnetischen Partikeln zur Isolation 
Peptid-spezifischer T-Zellen erfolgte ursprünglich 1998 durch Luxembourg et al. 
(Luxembourg et al., 1998). Für eine Therapie in klinischem Rahmen wurde die Idee der 
Anreicherung Virus-spezifischer T-Zellen mithilfe von Tetrameren und magnetischen 
Partikeln erstmals von Cobbold et al. demonstriert (Cobbold et al., 2005). Im Rahmen der 
Streptamer-Technologie erfolgte die Isolation Streptamer-markierter Zellen zunächst 
mithilfe eines Zellsortierers (Neudorfer et al., 2007). Nach kurzer Zeit standen auch für 
diese Methode magnetische Partikel für die Isolation Antigen-spezifischer T-Zellen über 
ein Magnetfeld zur Verfügung. Dies ermöglicht die Anreicherung von minimal 
manipulierten und funktionell unveränderten Antigen-spezifischen T-Zellen (Odendahl et 
al., 2014). Auf diese Weise kam es in verschiedenen Studien zur Streptamer-basierten 
Anreicherung von Virus-spezifischen T-Zellen (Schmitt et al., 2011; Mani et al., 2014; 
Odendahl et al., 2014; van Loenen et al., 2014; Freimüller et al., 2015). Auch T-Zellen mit 
Spezifität für Tumorantigene, wie WT1 oder Melanom-assoziierte Antigene, wurden 
bereits erfolgreich mithilfe der Streptamer-Technologie isoliert (Wang et al., 2010; 
Kelderman et al., 2016). Bei einem Vergleich der Anreicherung von T-Zellen mit 





dass die Streptamer-Technologie eine verbesserte Ausbeute ermöglicht (Govers et al., 
2012). Zudem bietet die Streptamer-Technologie im Vergleich zu anderen Multimeren die 
Möglichkeit der GMP-konformen Anreicherung Antigen-spezifischer T-Zellen. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte zunächst die Peptid-spezifische Stimulation 
CD8+ T-Lymphozyten mithilfe von autologen Fast-MoDCs. Sowohl Monozyten für die 
Generierung der Fast-MoDCs als auch die CD8+ T-Zellen wurden zuvor aus dem „buffy-
coat“ eines gesunden Spenders gewonnen. Nach zweimaliger Stimulation erfolgte die 
Streptamer-basierte Isolation WT1126-, PR1169-, NPM1283,mut A/D- und Survivin95-spezifischer 
CD8+ T-Lymphozyten. Dabei kam es zu einer deutlichen Anreicherung WT1126-
spezifischer CD8+ T-Zellen. Eine Anreicherung PR1169-, NPM1283,mut A/D- und Survivin95-
spezifischer CD8+ T-Zellen war jedoch nicht möglich. Weiterhin war die Zellzahl der 
gewonnenen WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen zu gering für weitere phänotypische und 
funktionelle Charakterisierungen der Zellen. Aus diesem Grund wurden für die 
nachfolgenden Untersuchungen Leukapheresate als Ausgangsmaterial für die 
Streptamer-basierte Anreicherung AML-Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen verwendet. Auf 
diese Weise konnten WT1126-, PR1169-, NPM1283,mut A/D- sowie Survivin95-spezifische CD8+ 
T-Lymphozyten von zwei Spendern isoliert werden. Allerdings erfolgte die Anreicherung 
WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen mit deutlich höherer Reinheit als die von PR1169-, 
NPM1283,mut A/D- und Survivin95-spezifischen T-Zellen. Ausgehend von diesen Ergebnissen 
wurde WT1126 als das bisher vielversprechendste der analysierten Peptide für die 
weiteren Versuche ausgewählt. Dies steht auch im Einklang mit den Erkenntnissen 
anderer Arbeitsgruppen, welche WT1126 erfolgreich als Zielstruktur im Rahmen von in 
vitro- und in vivo-Experimenten sowie klinischer Studien eingesetzt haben (Gao et al., 
2000; Ohminami et al., 2000; Oka et al., 2000; Heslop et al., 2003; Doubrovina et al., 
2004; Oka et al.,2004; Greiner et al., 2006; Keilholz et al., 2009; van Tendeloo et al., 
2010; van Driessche et al., 2012). Aufgrund seiner hervorragenden Eigenschaften belegte 
WT1 in einer Studie, welche die Qualifikation von 75 TAAs für immuntherapeutische 
Ansätze überprüft hat, den ersten Platz (Cheever et al., 2009). 
Die Fokussierung auf das Peptid WT1126 ermöglichte in weiteren Untersuchungen den 
Vergleich von Reinheit und Ausbeute der nach ein- bzw. zweimaliger Stimulation 
angereicherten WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen. Interessanterweise war bereits nach 
einmaliger Stimulation mit WT1126-beladenen Fast-MoDCs eine deutliche Anreicherung 
der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen möglich. Jedoch war die Reinheit der nach 
zweimaliger Stimulation angereicherten WT1126-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten höher 
als nach einmaliger Stimulation. Damit verbunden war auch eine höhere Ausbeute an 





spezifischen CD8+ T-Lymphozyten schienen Spender-abhängig zu sein und ließen keine 
Korrelation zu den jeweiligen Ausgangsfrequenzen zu. Dies bestätigt die Beobachtungen 
von Odendahl et al. hinsichtlich einiger Streptamer-basierter Anreicherungen CMV-
spezifischer CD8+ T-Zellen mit geringen Reinheiten (Odendahl et al., 2014). Zu dem 
gleichen Schluss kamen bereits Keenan et al. und Cobbold et al. im Rahmen der Isolation 
CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen mithilfe der Tetramer-Technologie (Keenan et al., 2001; 
Cobbold et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich jedoch, dass eine höhere 
Ausgangsfrequenz, wie sie nach zweimaliger Stimulation mit Peptid-beladenen Fast-
MoDCs gegeben war, eine effizientere Anreicherung begünstigt. Dies steht wiederum in 
Einklang mit den Beobachtungen von van Loenen et al., dass eine höhere 
Ausgangsfrequenz für eine erfolgreiche Anreicherung förderlich ist (van Loenen et al., 
2014). Wang et al. gelang ausgehend von einer Frequenz von 1,53 % eine Anreicherung 
auf 86,18 % (Wang et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine maximale 
Anreicherung von 0,04 % auf 83,3 %. Wie bereits in Kapitel 4.2 erwähnt, unterscheidet 
sich die in dieser Arbeit verwendete „Gating“-Strategie jedoch deutlich von Wang et al.. 
So kann die fehlende Elimination toter Zellen zu falsch positiven Ergebnissen führen. 
Die in dieser Arbeit nach Streptamer-basierter Anreicherung gewonnenen Zellprodukte 
enthielten eine wesentliche Zahl an WT1126-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten, während 
gleichzeitig der Anteil eventuell alloreaktiver T-Zellen minimiert wurde. 
 
4.4.3 WT1126-spezifische CD8+ Effektor-Gedächtnis-T-Zellen mit 
ausgeprägtem zytotoxischen Potenzial 
Anhand der Expression der Oberflächenmoleküle CD45RA und CCR7 werden T-Zellen in 
die Differenzierungsstadien TNaiv, TCM, TEM und TEMRA eingeteilt (Sallusto et al., 1999, 
Sallusto et al., 2004). Die zusätzliche Analyse der Marker CD27 und CD28 erlaubt eine 
genauere Definition des Ausprägungsgrades der T-Zell-Differenzierung (Romero et al., 
2007; Koch et al., 2008). Das Differenzierungsstadium von T-Zellen spiegelt deren 
funktionellen Status wider. So wandern TNaiv mithilfe des Chemokinrezeptors CCR7 in die 
sekundär-lymphatischen Organe und suchen dort den Kontakt zu professionellen APCs, 
um Antigen-spezifisch aktiviert zu werden (Sallusto et al., 1999; Legler et al., 2014). Nicht 
aktiviert üben T-Zellen keine Effektorfunktionen aus. Auch die nächste 
Differenzierungsstufe, die TCM, tragen nicht wesentlich zur Elimination von infizierten 
Zellen bzw. Tumorzellen bei, können jedoch bei erneuter Antigenpräsentation eine 
schnelle T-Zell-Antwort ausbilden (Sallusto et al., 2004). Die Haupteffektoren gegenüber 





Chemokinrezeptoren für sekundär-lymphatische Organe besitzen diese T-Zellen 
Rezeptoren, welche sie in das betroffene Gewebe lenken (Butcher und Picker, 1996; 
Baggiolini, 1998; Sallusto et al., 1999; Sallusto et al., 2004). Nach Erkennung durch 
Interaktion ihrer TCRs mit den passenden MHC-Peptid-Komplexen auf der Zielzelle 
kommt es zur Freisetzung von IFN-γ sowie von Perforin und Granzymen, was zur Lyse 
der Zielzelle führt. Diese zytotoxische Aktivität ist maßgeblich an der effektiven Elimination 
von Tumoren beteiligt. 
Die mittels Streptamer-Technologie angereicherten WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen 
zeigten sowohl nach einmaliger als auch nach zweimaliger Stimulation mit WT1126-
beladenen Fast-MoDCs einen TEM-Phänotyp. Nach zweimaliger Stimulation konnte eine 
deutliche Abnahme der CD27-Expression beobachtet werden. Die Daten zeigen, dass es 
somit nach der zweiten Stimulation zu einer zunehmenden Differenzierung kam. Schmitt 
et al. untersuchten den Phänotyp von Streptamer-isolierten CMV-spezifischen CD8+  
T-Zellen vor dem Transfer in Patienten (Schmitt et al., 2011). Dabei wurden die Zellen 
anhand der Expression von CD45RA und CCR7 als TEMRA eingeordnet und waren somit 
schon stärker differenziert als die in dieser Arbeit angereicherten WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zellen. Dies lässt sich dadurch begründen, dass die SZ-Spender in der Studie 
seropositiv für CMV waren und in diesen somit je nach Viruslast permanent eine T-Zell-
Antwort gegen CMV abläuft. Auch Freimüller et al. analysierten den Phänotyp Streptamer-
isolierter Virus-spezifischer CD8+ T-Zellen und konnten eine Dominanz an TEM sowie 
einen geringeren Anteil an TCM nachweisen (Freimüller et al., 2015). Wang et al. 
charakterisierten die stimulierten und Streptamer-angereicherten WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zellen als Effektor-T-Zellen (Wang et al., 2010). Anhand des Expressionsmusters 
CD45RA+ und CCR7- werden die Zellen als TEMRA definiert, wodurch diese Zellen im 
Vergleich zu den in dieser Arbeit untersuchten Zellen ebenfalls eine stärkere 
Differenzierung aufwiesen. 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit angereicherten WT1126-spezifischen CD8+  
T-Zellen zeigten schon nach einmaliger Stimulation ein ausgeprägtes zytotoxisches 
Potenzial gegenüber Peptid-beladenen T2-Zellen, welches sich tendenziell durch die 
zweite Stimulation geringfügig steigern ließ. So lässt sich für jeden Spender ein 
Zusammenhang zwischen der Reinheit der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen und deren 
zytotoxischem Potenzial erkennen. Jedoch konnte zwischen den Spendern keine 
Korrelation von Reinheit und Zytotoxizität festgestellt werden. Dies ist möglicherweise auf 
das Prinzip der Streptamer-Technologie und der daraus resultierenden 
Zusammensetzung der angereicherten Zellen zurückzuführen. Durch die Streptamere 





Spezifität ihres TCR gebunden. Somit kann keine Korrelation zwischen der Reinheit der 
Streptamer-angereicherten T-Zellen und deren Funktionalität hergestellt werden. Ähnliche 
Beobachtungen wurden auch von Freimüller et al. und Hombrink et al. beschrieben. 
Obwohl die CMV-spezifischen CD8+ T-Zellen aller untersuchten Spender basierend auf 
ihrer Reaktivität gegenüber einem spezifischen MHC-Peptid-Komplex isoliert wurden, 
zeigten sich große Unterschiede in der Funktionalität der angereicherten Zellen (Hombrink 
et al., 2013; Freimüller et al., 2015).  
 
4.5 Generierung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone 
4.5.1 Effiziente T-Zell-Klonierung durch Streptamer-basierte Anreicherung 
CD8+ T-Zell-Klone repräsentieren eine attraktive Möglichkeit, um im Rahmen eines 
adoptiven Transfers einen selektiven anti-leukämischen Effekt zu erzielen. Der Einsatz 
homogener T-Zell-Populationen, wie CD8+ T-Zell-Klone, als therapeutisches Mittel erlaubt 
die Gabe von Effektorzellen mit definierter Spezifität und Effektorfunktion. Aufgrund der 
hohen Reinheit von T-Zell-Klonen ist bei einer Anwendung in Patienten keine GvHD zu 
erwarten. Bereits 1992 konnten Riddell et al. Patienten nach allogener SZT CMV-
spezifische CD8+ T-Zell-Klone applizieren, ohne toxische Auswirkungen festzustellen 
(Riddell et al., 1992). Auch Warren et al. wiesen die Sicherheit und Wirksamkeit CD8+  
T-Zell-Klone mit Spezifität für Gewebe-spezifische mHAg bei der Behandlung 
rezidivierender Leukämie nach allogener SZT nach (Warren et al., 2010). Weiterhin 
erfolgte kürzlich der adoptive Transfer WT1-spezifischer T-Zell-Klone in 11 Leukämie-
Patienten mit Rezidiv bzw. Hochrisikopatienten nach SZT (Chapuis et al., 2013). In zwei 
dieser Patienten konnten anti-leukämische Aktivitäten beobachtet werden, welche durch 
die transferierten WT1-spezifischen T-Zell-Klone vermittelt wurden. Drei weitere Patienten 
mit hohem Risiko für ein Rezidiv überlebten ohne Rückfall sowie ohne Induktion einer 
GvHD. Ein weiterer Vorteil von Klonen ist die Generierung von Zellzahlen in 
therapeutischem Maßstab innerhalb relativ kurzer Zeit. Stemberger et al. zeigten kürzlich, 
dass schon geringe Dosen (3750 bzw. 5130 Zellen/kg Körpergewicht) Antigen-
spezifischer CD8+ T-Zellen ausreichend für eine prophylaktische Behandlung infektiöser 
Komplikationen von Patienten nach allogener SZT sind (Stemberger et al., 2014).  
Die Verfügbarkeit von großen Zellmengen Antigen-spezifischer T-Zellen in hoher Reinheit 
und mit einheitlicher Spezifität ermöglicht das Erzielen hoher Frequenzen dieser Zellen in 
Patienten nach adoptivem Transfer. Zudem besteht aufgrund der Verfügbarkeit von 





Avidität des TCR der Klone spielt ebenfalls eine wichtige Rolle. So sollten für Tumor-
spezifische Antigene hoch-avide T-Zell-Klone ausgewählt werden. Gegen Selbstantigene 
scheinen Klone mit geringerer Reaktivität die bessere Wahl zu sein, um „on-target“-
Toxizitäten zu vermeiden und nur die spezifische Erkennung von Tumorzellen, welche 
das entsprechende Antigen überexprimieren, zu ermöglichen (Yee, 2010). Allerdings gibt 
es auch für die Anwendung von T-Zell-Klonen gewisse Einschränkungen, welche bei der 
Entwicklung therapeutischer Strategien berücksichtigt werden müssen. So besteht die 
Gefahr, dass eine T-Zell-Antwort gegen ein spezifisches Antigen zum Verlust des 
Antigens auf den Tumorzellen als Form eines „immune escape“-Mechanismus führt. 
Jedoch wurden bereits komplette Remissionen nach Antigen-spezifischer T-Zell-Therapie 
gegen „melanoma-associated antigen 3“ (MAGE-A3), Melan-A oder „New York 
esophageal squamous cell carcinoma 1“ (NY-Eso-1) dokumentiert, welche auf die 
Induktion endogener T-Zell-Antworten gegen andere Tumor-assoziierte Antigene in vivo 
zurückzuführen waren (Vignard et al., 2005; Hunder et al., 2008; Khammari et al., 2009). 
Dieses Phänomen wird als „antigen-spreading“ bezeichnet (Lally et al., 2001). Dabei 
kommt es im Rahmen der Lyse von Tumorzellen durch die injizierten Antigen-spezifischen 
CD8+ T-Zellen zur Aufnahme von apoptotischem Material durch professionelle APCs. 
Diese präsentieren daraufhin naiven T-Zellen Tumor-assoziierte Antigene in den 
drainierenden Lymphknoten und erweitern so die Tumor-spezifische Immunantwort. Eine 
andere Möglichkeit „immune escape“-Mechanismen zu umgehen, besteht in der Wahl des 
Ziel-Antigens. So ist der Verlust eines Antigens, welches eine wichtige Rolle in der 
Tumorgenese spielt und damit funktionell wesentlich für das Überleben des Tumors ist, 
sehr unwahrscheinlich. Ein weiterer Punkt, der zu bedenken gilt, ist das eingeschränkte 
Potenzial von Effektor-Zellen zur Expansion unter Kulturbedingungen bzw. im Rahmen 
wiederholter Stimulation. Dies lässt sich auf eine fortschreitende Differenzierung und 
abnehmende Telomerlängen, welche wiederum einen Einfluss auf das Anwachsen und 
Langzeit-Überleben der Klone in vivo haben, zurückführen (Fletcher et al., 2005; Plunkett 
et al., 2005; Zhou et al., 2005; Shen et al., 2007; Li et al., 2010). Frühe Studien zu 
adoptiven Therapien des „National Cancer Institute“ in Bethesda (USA) zeigten eine 
Persistenz von unter 24 Stunden für Glykoprotein 100-spezifische CD8+ T-Zell-Klone 
(Dudley et al., 2001, Dudley et al., 2002b). Diese Ergebnisse stehen jedoch im 
Widerspruch zu den Erkenntnissen anderer Gruppen, welche in vivo-Persistenzen von 
durchschnittlich sieben bis 60 Tagen, die Wanderung der T-Zellen zum Tumor sowie 
klinische Reaktionen beobachten konnten (Yee et al., 2002; Vignard et al., 2005; 
Khammari et al., 2009; Wallen et al., 2009). Eine mögliche Erklärung für die Diskrepanz 
zwischen den genannten Studien liegt in der Methode der Klon-Generierung. So erfolgte 





Bethesda (USA) aus zuvor vakzinierten Patienten, gefolgt von einer in vitro-Expansion 
unter Einfluss hoher Dosen IL-2 (Dudley et al., 2001, Dudley et al., 2002b). Die auf diese 
Weise generierten T-Zell-Klone zeigen mit höherer Wahrscheinlichkeit einen terminal 
differenzierten Phänotyp als Klone, welche aus T-Zellen von nicht-vakzinierten Patienten 
gewonnen und in vitro Antigen-spezifisch unter Einfluss von gering dosiertem IL-2 
angereichert wurden (Vignard et al., 2005; Khammari et al., 2009; Wallen et al., 2009). 
Die Mehrzahl der Methoden zur Klonierung von T-Zellen beinhalten die Stimulation einer 
heterogenen T-Zell-Population für eine oder mehrere Runden vor dem eigentlichen 
Klonierungsschritt, um kleine Populationen Antigen-spezifischer T-Zellen zu expandieren 
(Gervois et al., 2000; Fonteneau et al., 2001). Auch in der vorliegenden Arbeit war eine 
Stimulation der niedrigfrequenten Antigen-spezifischen CD8+ T-Zellen notwendig. Um 
bessere Voraussetzungen für die Generierung von CD8+ T-Zell-Klonen zu schaffen, 
wurde nach der Stimulation ein Zwischenschritt in Form einer Streptamer-basierten 
Anreicherung durchgeführt. Dadurch wurden die trotz Stimulation noch in geringen 
Frequenzen vorliegenden WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen angereichert, um somit die 
Klonierungseffizienz WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen gegenüber T-Zellen anderer 
Spezifitäten zu erhöhen. Die Generierung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone erfolgte 
in dieser Arbeit in Anlehnung an Skowera et al. (Skowera et al., 2008). Ein methodisch 
ähnlicher Ansatz wurde von Yee et al. und Bernhard et al. beschrieben. So wurden für die 
Generierung Melanom-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone zunächst CD8+ T-Zellen mit Peptid-
beladenen autologen MoDCs in vitro stimuliert, da eine Detektion Melan-A-spezifischer 
CD8+ T-Zellen im peripheren Blut mithilfe von Multimeren nicht möglich war. Im Anschluss 
an eine Multimer-basierte Zellsortierung erfolgte die Klonierung der angereicherten  
T-Zellen (Yee et al., 1999; Bernhard et al., 2005). 
Eine direkte Klonierung von Antigen-spezifischen T-Zellen mithilfe Multimer-basierter 
Zellsortierung aus peripherem Blut ist aufgrund der niedrigen Frequenzen Tumor-
spezifischer T-Zellen sehr schwierig. So gelang Dunbar et al. eine direkte Klonierung 
Melanom-spezifischer T-Zellen nur aus einem von insgesamt fünf Melanom-Patienten. 
Für die vier weiteren Patienten war vor der Klonierung zunächst eine in vitro-Stimulation 
notwendig. Mittels Zellsortierung klonierte die Gruppe Tetramer-positive T-Zellen, wovon 
zwei bis 13 % einen Klon bildeten. Von den wachsenden Kulturen waren 97 % spezifisch 
für Melanom-assoziierte Antigene (Dunbar et al., 1999). Ebenfalls um die Generierung 
Melanom-spezifischer T-Zell-Klone bemüht waren Fonteneau et al.. Um dies zu erreichen, 
untersuchten sie in vitro-stimulierte Kulturen von T-Zellen auf die intrazelluläre Expression 
von IFN-γ. Bei einer Expression von über 0,2 % wurde die heterogene T-Zell-Population 





proliferierenden Klonen waren lediglich null bis 40 % spezifisch (Fonteneau et al., 2001). 
Auch Neller et al. nutzten den Weg über die Funktionalität von T-Zellen für die 
Generierung Virus- und Tumorpeptid-spezifischer T-Zell-Klone. Dafür wurden IFN-γ-
produzierende T-Zellen nach einer nur 14-stündigen Peptid-spezifischen Stimulation und 
anschließender Vereinzelung mittels Zellsortierung klonal expandiert. Von 47 % 
proliferierenden, EBV-stimulierten T-Zellen waren nur 12 % tatsächlich EBV-spezifisch. 
Von den zwei mit bestrahlten Melanom-Zellen stimulierten T-Zell-Kulturen wuchsen 35 
bzw. 79 %. Davon waren 37 bzw. 93 % spezifisch (Neller et al., 2014). Die zum Teil 
geringe Ausbeute an Antigen-spezifischen Klonen beruht unter anderem darauf, dass in 
Abhängigkeit des Spenders mehr oder weniger Antigen-spezifische T-Zellen unter den 
IFN-γ-sekretierenden T-Zellen vorhanden sind. Zudem beobachteten Neller et al. eine 
reduzierte Klonierungseffizienz für Zellen, die nur geringe Mengen IFN-γ produzieren 
(Neller et al., 2014). Somit scheint die Fitness der T-Zellen essenziell für eine effektive 
Expansion zu sein. 2006 kam es durch Ho et al. zur Generierung WT1-spezifischer CD8+ 
T-Zell-Klone. Statt mittels Zellsortierung vereinzelte die Gruppe WT1-spezifisch stimulierte 
T-Zellen mithilfe von „limiting dilution“. Fünf bis 15 % der auf diese Weise vereinzelten  
T-Zellen wuchsen zu einem Klon, jedoch war nur ein geringer Anteil davon Multimer-
positiv (Ho et al., 2006). Die gleiche Strategie für die Generierung WT1-spezifischer  
T-Zell-Klone nutzten Jaigirdar et al., wobei von den vereinzelten T-Zellen 11 % spezifisch 
für das WT1-Peptid waren (Jaigirdar et al., 2016). 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte zwischen Peptid-spezifischer in vitro-
Stimulation und Klonierung mithilfe von Zellsortierung eine Streptamer-basierte 
Anreicherung. Dies ermöglichte eine erste Vorselektion der WT1126-spezifischen CD8+  
T-Zellen. Mit 7 % proliferierenden T-Zellen lag die Ausbeute an wachsenden Klonen im 
Bereich der Studien von Dunbar et al., Fonteneau et al., Ho et al. und Jaigirdar et al. 
(Dunbar et al., 1999; Fonteneau et al., 2001; Ho et al., 2006; Jaigirdar et al., 2016). 
Lediglich Neller et al. erzielten mit ihrem Weg über die Selektion IFN-γ-sekretierender  
T-Zellen eine deutlich höhere Rate wachsender Kulturen (Neller et al., 2014). Jedoch tritt 
dieser methodische Vorteil bei Betrachtung der Spezifität der klonal proliferierenden  
T-Zellen in den Hintergrund. So konnte in der vorliegenden Arbeit für alle 32 der 
proliferierenden T-Zell-Kulturen eine TCR-Spezifität für das von WT1 abgeleitete Peptid 
WT1126 nachgewiesen werden. Ähnliche Erfolge erzielten lediglich Dunbar et al. mit 97 % 
Spezifität sowie Neller et al. für einen der zwei Melanom-spezifisch stimulierten T-Zell-





Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Expansion WT1126-spezifischer 
CD8+ T-Zellen mittels Peptid-beladener autologer Fast-MoDCs gefolgt von einer 
Streptamer-basierten Selektion eine attraktive Strategie für die signifikante Anreicherung 
solcher T-Zellen vor der Klonierung darstellt. Unter Verwendung dieser Technologie 
gelang eine effiziente Generierung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone mit hoher 
Reinheit. Besonders für die Generierung CD8+ T-Zell-Klone von gesunden Spendern, in 
deren Blut nur wenige oder nicht detektierbare T-Zellen mit Spezifität für Tumor-
assoziierte Antigene zirkulieren, kann diese Strategie wertvoll sein. 
 
4.5.2 Generierung hoch-avider, zytotoxischer WT1126-spezifischer CD8+ 
T-Zell-Klone 
Gemessen in Verdopplungen der Population beträgt die Lebensspanne von  
T-Lymphozyten 35 bis 80 Verdopplungen. Dabei verändert sich der Phänotyp der 
stimulierten Zellen von TCM zu mehr differenzierten Zellen, wie TEM und TEMRA (Effros und 
Pawelec, 1997). Im Rahmen von Mausexperimenten konnte der anti-tumorale Effekt von 
T-Zellen früher Differenzierungsstadien nachgewiesen werden (Gattinoni et al., 2005a; 
Gattinoni et al., 2005b). In einem nicht-humanen Primatenmodell zeigten zudem aus TCM 
entstandene zytotoxische Effektor-T-Zellen eine verlängerte in vivo-Persistenz nach 
adoptivem Transfer (Berger et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit wurden drei 
besonders gut proliferierende und reine WT1126-spezifische CD8+ T-Zell-Klone von den 32 
erhaltenen Klonen für eine nähere Charakterisierung ausgewählt.  
Der Phänotyp der drei untersuchten WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone wurde an drei 
definierten Zeitpunkten nach Stimulation mit „feeder“-Zellen analysiert. Dabei konnte 
festgestellt werden, dass permanent TEMRA-Zellen in der Kultur vorhanden waren. Drei 
Tage nach Stimulation war zudem deutlich eine CD45+ CCR7+ Population abgrenzbar. Da 
es sich um Antigen-erfahrene T-Zellen handelt, ist ein naiver Phänotyp sehr 
unwahrscheinlich. Aus diesem Grund lässt sich diese Population phänotypisch nicht 
eindeutig einordnen. Nach einer Woche hatte sich die CD45+ CCR7+ Population in TCM 
differenziert, welche zwei Wochen nach Stimulation vollständig in die TEMRA-Population 
übergegangen war. In Einklang mit den oben erwähnten Studien wäre folglich ein 
therapeutischer Einsatz der WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone etwa sieben Tage 
nach Stimulation am sinnvollsten. Zu diesem Zeitpunkt setzt sich der Klon neben bereits 
stärker differenzierten Effektorzellen auch aus Gedächtniszellen zusammen, welche ein 
Langzeit-Überleben der Klone in vivo vermitteln. Innerhalb der ersten Woche nach 





TCR-Expression auf der Zelloberfläche. Dieses Phänomen wurde auch von Yee 
beschrieben und mit dem Ablauf der natürlichen in vivo-Reaktion verglichen (Yee, 2010). 
Powell et al. entdeckten während einer klinischen Studie, dass in Patienten transferierte 
T-Zellen ihren Phänotyp in vivo von stärker differenzierten CD27- CD28- zu weniger 
differenzierten CD27+ CD28+ Zellen verändern (Powell et al., 2005). Ebenfalls im Rahmen 
einer klinischen Studie untersuchten Chapuis et al. den Einfluss von IL-21 während der 
Antigen-spezifischen Stimulation CD8+ T-Zellen auf die anschließend generierten T-Zell-
Klone (Chapuis et al., 2013). Es wurde bereits gezeigt, dass die Einwirkung von IL-21 
während der primären Stimulation von T-Zellen zu einer Hemmung der Differenzierung 
führt. Somit kommt es zur Anreicherung einer Effektorzell-Population mit großem 
replikativen Potenzial (Li et al., 2005; Liu et al., 2007). Zudem verhindert IL-21 die durch 
IL-15 vermittelte Herabregulation von CD28 (Alves et al., 2005). Hinrichs et al. konnten 
auf diese Weise TCM-ähnliche T-Zell-Klone mit starker CD28-Expression und hoher 
Replikationsrate generieren. Die T-Zellen konnten unter Einfluss von IL-21 expandieren, 
waren jedoch in ihrer Differenzierung arretiert (Hinrichs et al., 2008). Diese Erkenntnis 
bestätigte sich schließlich auch für die von Chapuis et al. generierten T-Zell-Klone. Unter 
Einfluss von IL-21 zeigten die erzeugten Klone eine Expression von CD27 und CD28, 
welche ohne Einwirkung von IL-21 nicht vorlag (Chapuis et al., 2013). Auf Avidität oder 
Zytotoxizität der Klone hat das Zytokin jedoch keinen Einfluss. Die primäre Stimulation 
CD8+ T-Zellen unter Einfluss von IL-21 könnte somit für die künftige Generierung von 
zytotoxischen T-Zell-Klonen für die klinische Anwendung eine sinnvolle Erweiterung des 
Protokolls darstellen. 
In weiteren Untersuchungen zeigten alle drei analysierten WT1126-spezifischen CD8+  
T-Zell-Klone mit durchschnittlich 89 % ein ausgeprägtes zytotoxisches Potenzial 
gegenüber WT1126-beladenen T2-Zellen im Gegensatz zu HIV pol908-beladenen Zielzellen. 
Das Verhältnis von Effektor- zu Targetzellen betrug dabei 10:1. Dies beweist zum einen 
die Funktionalität der Klone und zum anderen ihre Peptidspezifität. Auch Dunbar et al. 
wiesen die spezifische Lyse Peptid-beladener T2-Zellen durch Melan-A-spezifische CD8+ 
T-Zell-Klone nach. Allerdings setzte die Gruppe nur ein geringes Verhältnis von Effektor- 
und Zielzellen ein und erreichte so nur maximal 40 % Lyse bei einem Verhältnis von 3:1 
(Dunbar et al., 1999). Im Rahmen der Funktionsanalyse untersuchten Chapuis et al. auch 
die Avidität der TCRs von den WT1-spezifischen T-Zell-Klonen anhand absteigender 
Peptid-Konzentrationen (Chapuis et al., 2013). Dabei erfolgte eine spezifische Lyse der 
mit 100 ng/ml Peptid beladenen T2-Zellen von durchschnittlich circa 90 %. In 
Abhängigkeit des jeweiligen Klons sank die lytische Aktivität mit abnehmender Peptid-





die TCRs dieser Klone eine hohe Avidität. Auch Jaigirdar et al. untersuchten die Avidität 
WT1-spezifischer T-Zell-Klone anhand der IFN-γ-Sekretion gegenüber T2-Zellen, die mit 
absteigenden Peptid-Konzentrationen beladen waren (Jaigirdar et al., 2016). Dabei 
erfolgte eine Erkennung der Zielzellen bis zu einer Peptid-Konzentration von 0,1 ng/ml. In 
der vorliegenden Arbeit lysierte der Klon AG1 T2-Zellen, welche mit >2 ng/ml Peptid 
beladen waren. Die Grenze des zytotoxischen Potenzials der Klone BA4 und CC7 lag bei 
0,2 ng/ml. Demnach scheint es sich bei AG1, BA4 und CC7 um Klone hoher Avidität zu 
handeln. Es wurden bereits TCRs mit höherer Avidität beschrieben. Allerdings wurde das 
in der vorliegenden Arbeit beschriebene Maß an Peptid-Erkennung mit einer effektiven 
Erkennung von Tumorzellen assoziiert. So wurden Tumor-reaktive TCRs mit ähnlicher 
oder geringerer Avidität für Survivin, NY-Eso-1 und „tyrosinase-related protein 2“ 
beschrieben (Parkhurst et al., 1998; Rosati et al., 2014; Arber et al., 2015). 
Weiterführende Analysen durch Prof. Busch und seine Arbeitsgruppe vom Institut für 
Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der TU München bestätigen die 
aus der Peptid-Titration gewonnenen Erkenntnisse. Dabei wurden die drei WT1126-
spezifischen CD8+ T-Zell-Klone mithilfe eines neu entwickelten Assays analysiert, bei 
welchem die sogenannte TCR-Ligand-koff-Rate lebender Zellen als Hauptkomponente der 
TCR-Avidität bestimmt wird (Nauerth et al., 2013a; Nauerth et al., 2013b; Weissbrich et 
al., 2013). Eine langsame Dissoziations-(koff)-Geschwindigkeit führt zu einer langen 
Halbwertszeit (>100 s), was wiederum mit einer hohen strukturellen Avidität der TCR-
Bindung einhergeht. Die WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone AG1, BA4 und CC7 
wiesen lange Halbwertszeiten von jeweils 114,1, 178,6 und 204,6 s auf. Diese Ergebnisse 
bestätigen, dass die Klone AG1, BA4 und CC7 mit TCRs von hoher Avidität ausgestattet 
sind. Die Bindungsstärke des TCR gegenüber seinem entsprechenden Liganden, auch 
als strukturelle Avidität der T-Zelle bezeichnet, hat einen wesentlichen Einfluss auf die 
Funktionalität der T-Zelle. So ist die Stärke des durch den TCR vermittelten Signals 
abhängig von der Dauer und der Avidität der Interaktion des TCR mit dem 
entsprechenden MHC-Peptid-Komplex. Demzufolge fördern sowohl eine hohe Avidität als 
auch eine hohe Dichte des auf MHC-Molekülen präsentierten Peptids auf der Oberfläche 
der Zielzelle die Exozytose von Perforin- und Granzym-enthaltenden Granula, was zur 
Zerstörung der Zielzelle führt (Jenkins et al., 2009). In diesem Zusammenhang wurde 
belegt, dass hoch-avide T-Zellen ausgeprägte Effektorfunktionen aufweisen und somit 
attraktive Kandidaten für immuntherapeutische Strategien für Tumorpatienten darstellen 






4.5.3 WT1126-spezifische CD8+ T-Zell-Klone mit anti-leukämischer Aktivität 
Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass mithilfe von in vitro-
Expansion und einer darauffolgenden Streptamer-basierten Anreicherung WT1126-
spezifische CD8+ T-Zell-Klone mit hoher Reinheit und Avidität, heterogenem Phänotyp 
und ausgeprägtem zytotoxischen Potenzial gegenüber Peptid-beladenen Zielzellen 
generiert werden können. Dabei ergaben funktionelle Analysen dieser Arbeit, dass 
exogen Peptid-beladene T2-Zellen zu einer starken lytischen Aktivität der WT1126-
spezifischen CD8+ T-Zell-Klone führen. Jedoch repräsentiert dieser Ansatz nicht die 
natürlich vorkommende Situation. Bei T2-Zellen handelt es sich um eine HLA-A*02:01-
positive Hybridomazelllinie aus fusionierten T- und B-Zellen (Salter und Cresswell, 1986). 
Aufgrund einer Defizienz der „transporter associated with antigen processing“ unterbleibt 
die Translokation von im Zytoplasma generierten Peptiden in das ER, sodass kaum eine 
Peptidbeladung der MHC-Klasse I-Moleküle im ER erfolgt. Nicht Peptid-assoziierte MHC-
Klasse I-Moleküle haben nur eine mäßige basale Expression auf der Oberfläche der T2-
Zellen, da sie nur eine geringe Stabilität besitzen. Kommt es zu einer Beladung mit HLA-
A*02:01-bindenden Peptiden, werden die nur kurzzeitig exprimierten MHC-Klasse I-
Moleküle auf der Zelloberfläche stabilisiert. Bedingt durch die geringe Oberflächendichte 
von zelleigenen Peptiden und der effektiven Präsentation exogen zugeführter Peptide ist 
diese artifizielle Tumor-Zelllinie optimal für Versuche zur Peptidpräsentation geeignet. Auf 
Leukämiezellen herrscht dagegen ein ganz anderes Bild. Aufgrund der Expression sechs 
verschiedener MHC-Klasse I-Moleküle, welchen eine enorme Anzahl an Peptiden für die 
Beladung zur Verfügung steht, ist die Dichte an HLA-A*02:01-Molekülen beladen mit 
WT1126 auf der Zelloberfläche sehr gering. Aus diesem Grund wurde in weiteren 
Untersuchungen das zytotoxische Potenzial gegenüber Leukämiezellen evaluiert. 
Basierend auf Erfahrungen der Arbeitsgruppe sowie ebenfalls durch Stamova et al. 
beobachtet, sind Leukämiezellen nicht in der Lage, radioaktiv markiertes Chrom 
aufzunehmen oder geben es spontan wieder ab (Stamova et al., 2011). Aufgrund dessen 
wurde die spezifische Lyse mithilfe eines in Anlehnung an Stamova et al. und Aliperta et 
al. etablierten Fluoreszenz-basierten Zytotoxizitätstests bestimmt (Stamova et al., 2011; 
Aliperta et al., 2015). 
Die WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone AG1, BA4 und CC7 lysierten effizient die 
HLA-A*02:01+ und WT1-exprimierende AML-Zelllinie SET-2 sowie HLA-A*02:01+ und 
WT1+ primäre Blasten von drei AML-Patienten. Die gewonnenen Daten sind im Einklang 
mit früheren Ergebnissen die besagen, dass WT1-spezifische T-Zellen eine ausgeprägte 





wurden die ebenfalls HLA-A*02:01+ und WT1+ AML-Blasten von zwei weiteren Patienten 
kaum durch die drei untersuchten T-Zell-Klone lysiert. Diese Daten bekräftigen einen erst 
kürzlich veröffentlichten Bericht, worin T-Zellen, die mit einem WT1126-spezifischen TCR 
transduziert wurden, nicht in der Lage waren, eine beständige Erkennung WT1-
exprimierender Leukämiezellen zu vermitteln (Jaigirdar et al., 2016). Mögliche 
Erklärungen dafür sind die geringen Level an WT1126-HLA-A*02:01-Komplexen auf der 
Oberfläche von AML-Zellen sowie eine unzureichende Prozessierung und Präsentation 
des WT1126-Peptids durch einen Anteil an AML-Proben. Es ist bereits bekannt, dass 
Standard-Proteasome Antigene anders prozessieren als das Immunproteasom. Zudem 
werden bestimmte Antigene von manchen Zellen effizienter prozessiert und präsentiert 
als von anderen (Chapiro et al., 2006). So wird Melan-A effizienter von Zellen mit einem 
Standard-Proteasom prozessiert, MAGE-A3 hingegen eher von Zellen mit einem 
Immunproteasom (Guillaume et al., 2012). Auch T-Zellen, die mit einem WT1-
spezifischen TCR transduziert wurden, erkennen WT1-exprimierende Zellen effizienter, 
wenn diese ein Immunproteasom ausbilden (Jaigirdar et al., 2016). Da Zelllinien, welche 
von soliden Tumoren abgeleitet wurden, für gewöhnlich ein Standard-Proteasom 
exprimieren, erklärt dies die mangelnde Erkennung entsprechender Zelllinien durch WT1-
spezifische CTLs (Guillaume et al., 2012; Basler et al., 2013). Bei dem Vorliegen von 
hämatologischen Erkrankungen werden dagegen signifikant höhere Mengen an 
Untereinheiten des Immunproteasoms exprimiert (Kuhn und Orlowski, 2012). Weder eine 
künstlich herbeigeführte Stimulation des Immunproteasoms und der MHC-Klasse I-
Expression durch IFN-γ noch eine Überexpression von WT1 führten zu einer verbesserten 
Erkennung von Tumorzellen durch WT1-spezifische T-Zellen. Aus diesem Grund wird ein 
Defekt in der Antigenprozessierung in manchen Blastenproben als Ursache vermutet 
(Jaigirdar et al., 2016). Ho et al. erzielten in vitro eine spezifische Lyse leukämischer 
Zellen durch WT1126-spezifische CD8+ T-Zell-Klone (Ho et al., 2006). Allerdings betrug 
diese bei einem Verhältnis der Effektorzellen zu den Zielzellen von 10:1 lediglich 18 % 
und unterstützt somit die von Jaigirdar et al. besprochene Theorie (Jaigirdar et al., 2016). 
Im Gegensatz dazu berichten andere Arbeitsgruppen, dass zahlreiche WT1+ 
Leukämiezellen und Zelllinien aus soliden Tumoren in vitro von WT1-spezifischen  
T-Zellen lysiert wurden (Gao et al., 2000; Doubrovina et al., 2004). 
Zusammengefasst sind die in dieser Arbeit generierten WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-
Klone in der Lage, HLA-A*02:01+ WT1+ AML-Blasten Spender-abhängig zu lysieren. Für 
therapeutische Ansätze wäre daher zunächst ein Nachweis der Erkennung der Blasten 






4.6 Bedeutung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone für 
immuntherapeutische Strategien 
Eine mögliche Anwendung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone im Rahmen von 
Immuntherapien für AML-Patienten nach erfolgter SZT unter Berücksichtigung der in 
dieser Arbeit etablierten Strategie ist in Abbildung 31 zusammengefasst. Diese beinhaltet 
die immunmagnetische Isolation CD8+ T-Lymphozyten aus einem Leukapheresat 
(Abbildung 31A und B). Im Gegensatz zu Virus- sind Tumor-spezifische CD8+ T-Zellen 
nur in sehr geringen Frequenzen im peripheren Blut sowohl von gesunden Spendern als 
auch von Leukämie-Patienten vorhanden. Aus diesem Grund bedarf es zunächst der 
Stimulation WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen durch professionelle APCs (Abbildung 
31C). Dafür besonders geeignet sind ausgereifte Fast-MoDCs, welche sich durch die 
hohe Expression von Maturierungsmarkern sowie kostimulatorischen und Antigen-
präsentierenden Molekülen auszeichnen. Zudem sind sie in der Lage, große Mengen des 
proinflammatorischen Zytokins IL-12 zu produzieren und die Proliferation CD4+  
T-Lymphozyten anzuregen. Nach kurzer Überbrückung der Maturierung von Monozyten 
zu Fast-MoDCs durch Stimulation der CD8+ T-Zellen mit bestrahlten und WT1126-
beladenen T2-Zellen erfolgte die zweimalige Stimulation mit autologen, WT1126-beladenen 
Fast-MoDCs in vitro. Dadurch kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Frequenzen 
WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen innerhalb der heterogenen T-Zell-Population. Die 
Streptamer-basierte Anreicherung dieser Zellen (Abbildung 31D) führt zu einer 
verbesserten Effizienz der darauffolgenden klonalen Expansion (Abbildung 31E). Mithilfe 
diverser Untersuchungen in vitro, wie der Streptamer-Färbung, dem koff-rate-Assay und 
Analysen zur Ermittlung des lytischen Potenzials der CTLs, werden WT1126-spezifische 
CD8+ T-Zell-Klone mit hoher Reinheit und struktureller Avidität sowie ausgeprägter anti-
leukämischer Aktivität für eine Applikation in den Patienten ausgewählt (Abbildung 31F). 
Dies kann zum einen prophylaktisch nach erfolgter SZT, zum anderen als Therapie eines 
Rezidivs geschehen.  
Eine Steigerung der Effektivität immuntherapeutischer Strategien mit Tumor-spezifischen 
CD8+ T-Zell-Klonen ist die Kombination von Klonen verschiedener Antigenspezifität. So 
korrelieren lang anhaltende Remissionen entweder mit höheren Anteilen an LAA-
spezifischen CD8+ T-Zellen oder der Anwesenheit von T-Zellen mit Spezifität für zwei 
verschiedene LAAs (Steger et al., 2014). Der Grund dafür liegt in der Anwesenheit 
mehrerer Klone, die gegen verschiedene Epitope auf der gleichen leukämischen Zelle 
oder sogar gegen eine oligoklonale Krankheit gerichtet sind. Oligoklonal bedeutet dabei, 





(Schmetzer und Gerhartz, 1993; Schmetzer et al., 1997). Mithilfe eines polyklonalen  
T-Zell-Produktes, bestehend aus mehreren T-Zell-Klonen verschiedener Spezifität, kann 
die Möglichkeit eines „immune escape“-Mechanismus verringert und die 
Wahrscheinlichkeit der vollständigen Elimination restlicher Blasten erhöht werden. 
Eine weitere Möglichkeit, die Effektivität Klon-basierter Immuntherapien zu steigern, 
besteht in der Kombination von CD8+ und CD4+ T-Zell-Klonen. CD4+ T-Zellen vermitteln 
nach Antigen-spezifischer Stimulation autokrine und parakrine Signale, um CD8+ CTLs zu 
unterstützen und deren Überleben zu verbessern (Kast et al., 1986; Schild et al., 1987; 
Schirrmacher et al., 1993). Die Rekrutierung weiterer Effektorzellen durch CD4+ T-Zellen 
führt zu einer erweiterten und robusteren endogenen Reaktion, wodurch direkte anti-
tumorale Effekte über alternative Mechanismen vermittelt werden (Greenberg et al., 1985; 
Hung et al., 1998; Toes et al., 1999). Weiterhin denkbar ist eine Kombination der 
Applikation CD8+ T-Zell-Klone mit anderen therapeutischen Ansätzen, wie z. B. 
Checkpoint-Inhibitoren.  
Ein ganz anderer Weg nutzt die Sequenzen der hoch-aviden TCRs, um genetisch 
modifizierte T-Zellen, welche diesen TCR exprimieren, zu generieren. Auf diese Weise hat 
die Arbeitsgruppe um Xue et al. WT1-spezifische CTLs entwickelt (Xue et al., 2005). Der 
Ansatz von van Loenen et al. löst auf diese Weise gleich zwei Probleme auf einmal, 
indem Virus-reaktive T-Zellen mit einem TCR, spezifisch für das mHAg HA-1, transduziert 
wurden. Auf diese Weise wird eine T-Zell-Reaktivität sowohl gegen Viren als auch gegen 
Tumorzellen erzielt. (van Loenen et al., 2014). 
Entsprechend Villadangos besteht das größte Problem von scheiternden T-Zell-Therapien 
in der Tumorlast, weshalb sich die Gabe des Zellproduktes zum Zeitpunkt einer MRD 
anbietet (Villadangos, 2016). Dabei können die WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone 
einen wesentlichen Beitrag zur Trennung von GvL und GvHD leisten. So sind aufgrund 
der hohen Reinheit der Klone keine alloreaktiven Reaktionen zu erwarten und ihr 
ausgeprägtes zytotoxisches Potenzial trägt zur Elimination restlicher leukämischer Zellen 
bei. Chapuis et al. konnten trotz der geringen Expression von WT1 in einigen normalen 
Geweben keine toxischen Reaktionen beobachten (Chapuis et al., 2013). Im Einklang 
dazu stehen auch die Ergebnisse von Gao et al.. Die Gruppe konnte zeigen, dass WT1-
spezifische T-Zellen leukämische Zelllinien lysiert und die Bildung von Kolonien 
transformierter CD34+ Vorläuferzellen inhibiert haben, jedoch die Kolonie-Bildung 










Abbildung 31: Schematischer Ablauf eines adoptiven Transfers WT1126-spezifischer CD8+ 
T-Zell-Klone nach der in dieser Arbeit etablierten Strategie. 
A: Durchführung einer unmanipulierten Leukapherese von einem SZ-Spender. Das dadurch 
gewonnene Leukapheresat enthält die Leukozyten des Spenders, dazu gehören unter anderem  
T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, DCs und Granulozyten. 
B: Als erster Schritt erfolgt die immunmagnetische Isolation CD8+ CTLs aus dem Leukapheresat. 
Bei der Negativdepletion werden Antikörper mit Spezifitäten gegen alle Zellen außer CD8+ T-Zellen 
eingesetzt. Die über „MicroBead“-gekoppelte Antikörper markierten Zellen werden durch das 
angelegte magnetische Feld der Säule zurückgehalten, während die unmarkierten CD8+ T-Zellen 
die Säule passieren. Die somit erhaltene T-Zell-Population setzt sich aus T-Zellen verschiedener 
Spezifität zusammen. Die Frequenz WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen in diesem Zellpräparat ist 
sehr gering. 
C: Um den Anteil WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen innerhalb der T-Zell-Population zu erhöhen, 
erfolgt als nächstes die Antigen-spezifische Stimulation der T-Zellen mithilfe WT1126-beladener, 
autologer Fast-MoDCs. Diese müssen ausgereift sein, um T-Zellen effektiv zu expandieren. Nach 
erfolgreicher Stimulation der T-Zellen kommt es zur klonalen Proliferation der WT1126-spezifischen 
CD8+ T-Zellen. Auf diese Weise erfolgt eine Frequenzerhöhung dieser Zellen innerhalb der 
heterogenen T-Zell-Population. 
D: Die WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen können mithilfe der Streptamer-Technologie 
angereichert werden. Dazu ist das Strep-Tactin-Molekül mit einem „MicroBead“ gekoppelt, sodass 
die spezifisch markierten Zellen innerhalb des Magnetfeldes zurückgehalten werden. Nach 
Entfernen des magnetischen Feldes werden die WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen von der Säule 
eluiert. Das Strep-Tactin-Molekül wird durch Zugabe von Biotin aus dem Komplex gelöst, woraufhin 
sich die MHC-Peptid-Komplexe spontan von den TCRs lösen. Das Ergebnis ist ein Zellprodukt, 
welches WT1126-spezifische CD8+ T-Zellen in hoher Reinheit enthält. 
E: Die Generierung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone erfolgt über die Vereinzelung der Zellen 
mithilfe eines Zellsortierers und der anschließenden klonalen Expansion unter Einfluss der 
Zytokine IL-2, IL-7 und IL-15 sowie von „feeder“-Zellen. Ein WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klon 
besteht zu nahezu 100 % aus WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen. T-Zell-Klone können für einige 
Monate kultiviert werden, wodurch eine Mehrfach-Applikation des Zellproduktes in den Patienten 
ermöglicht wird. 
F: Nachdem Avidität und Funktionalität der gewonnenen WT1126-spezifischen CD8+ T-Zell-Klone in 
vitro analysiert wurden, erfolgt der adoptive Transfer von hoch-aviden, WT1126-spezifischen CD8+ 







Die „donor lymphocyte infusion“ (DLI) stellt eine wirksame Therapieoption für ein Rezidiv 
bei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie (AML) nach allogener 
Stammzelltransplantation (SZT) dar. Jedoch ist die DLI oft mit einer „graft-versus-host 
disease” (GvHD) assoziiert, die auf einer proinflammatorischen, gegen den Empfänger 
gerichteten T-Zell-vermittelten Immunantwort beruht. Eine Strategie, den „graft-versus-
leukemia” (GvL)-Effekt zu steigern und dabei das Risiko einer GvHD zu mindern, besteht 
in dem adoptiven Transfer hoch-avider CD8+ T-Zell-Klone, welche selektiv AML-
assoziierte Antigene erkennen. Daher bestand das Ziel dieser Arbeit darin, eine neue 
Strategie zur Generierung hoch-avider CD8+ T-Zell-Klone, welche die Leukämie-
assoziierten Antigene (LAAs) Wilms‘-Tumor-Antigen 1 (WT1), Proteinase 3 (PR3), 
Nucleophosmin 1 (NPM1) und Survivin als attraktive Ziele für spezifische Immuntherapien 
erkennen, zu entwickeln. 
Zunächst wurden mithilfe der innovativen Streptamer-Technologie die Frequenzen von 
CD8+ T-Zellen mit Reaktivität gegen WT1, PR3, NPM1 und Survivin im peripheren Blut 
von 10 gesunden HLA-A*02:01+ Spendern analysiert. Auf diese Weise konnten jedoch nur 
sehr geringe bis keine detektierbaren Frequenzen LAA-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten 
nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen führten zu dem Schluss, dass AML-Peptid-
spezifische CD8+ T-Zellen im Gegensatz zu Virus-spezifischen T-Zellen aufgrund deutlich 
geringerer Frequenzen nicht direkt aus dem peripheren Blut isoliert werden können. 
Daher erfolgte die in vitro-Expansion der CD8+ T-Zellen mithilfe von autologen 
Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen (MoDCs). DCs sind als professionelle 
Antigen-präsentierende Zellen in der Lage, Effektorzellen des adaptiven Immunsystems 
zu stimulieren sowie deren Expansion zu induzieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein 
geeignetes Protokoll für die Generierung von Fast-MoDCs etabliert. Diese zeichneten sich 
durch die ausgeprägte Expression kostimulatorischer und Antigen-präsentierender 
Moleküle, die Sekretion großer Mengen des proinflammatorischen Zytokins IL-12 sowie 
ein effizientes stimulatorisches Potenzial gegenüber CD4+ T-Zellen aus. Erneute 
Frequenzanalysen nach zweimaliger in vitro-Stimulation mit Peptid-beladenen Fast-
MoDCs mittels ELISpot ergaben einen Anstieg der Frequenzen AML-Peptid-spezifischer 
CD8+ T-Zellen, insbesondere von WT1126-spezifischen CD8+ T-Zellen. Daraufhin erfolgte 
die Anreicherung der stimulierten CD8+ T-Zellen mit Spezifität für die vier untersuchten 
LAAs WT1, PR3, NPM1 und Survivin mittels Streptamer-Technologie. Dabei erzielte die 
Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten deutlich höhere Reinheiten als 





Survivin95. Aus diesem Grund wurden die weiteren Untersuchungen auf WT1126 als das 
bisher vielversprechendste der untersuchten Peptide begrenzt. CD8+ T-Zellen von drei 
gesunden Spendern wurden mit bestrahlten T2-Zellen und Fast-MoDCs, welche mit dem 
HLA-A*02:01-restringierten Peptid WT1126 beladen waren, stimuliert. Anschließend 
erfolgte die Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen mittels Streptamer-
Technologie. Bereits nach einmaliger Stimulation kam es zu einer deutlichen 
Anreicherung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zellen, welche effektiv in der Lage waren, 
Peptid-beladene Zielzellen zu lysieren. Jedoch konnte nach zweimaliger Stimulation 
nochmals eine deutliche Steigerung in Reinheit und Ausbeute erzielt werden. Die 
angereicherten Zellen wurden als Effektor-Gedächtnis-T-Zellen charakterisiert. 
Ausgehend von den Streptamer-isolierten CD8+ T-Zellen eines Spenders erfolgte die 
Generierung WT1126-spezifischer CD8+ T-Zell-Klone. Im Rahmen der Klonierung wurden 
32 WT1126-spezifische CD8+ T-Zell-Klone generiert. Drei vielversprechende Klone wurden 
genauer hinsichtlich ihrer funktionellen Eigenschaften charakterisiert. Diese exprimierten 
hoch-avide T-Zell-Rezeptoren und zeigten einen heterogenen Phänotyp von zentralen 
Gedächtnis-T-Zellen hin zu terminal differenzierten Effektor-Gedächtnis-T-Zellen. Zudem 
führten sie zu einer effizienten Lyse der HLA-A*02:01+ und WT1+ Zelllinien T2 und SET-2. 
Darüber hinaus wurde demonstriert, dass die untersuchten Klone auch HLA-A*02:01- und 
WT1-exprimierende primäre Blasten von AML-Patienten effektiv lysieren. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Streptamer-basierte Anreicherung stimulierter 
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